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Kurzzusammenfassung 
 
Neben gut etablierten, analytischen Techniken im Proteomics- und Transkriptomicsbereich 
wird eine ergänzende Metabolomics-Technik für einen kompletten systembiologischen 
Ansatz benötigt. Heutzutage sind die kompletten Genomsequenzen vieler Organismen 
vollständig entschlüsselt und frei zugänglich. Doch nur für einen Teil der Gene ist die 
Funktion bekannt. Bei der Aufklärung von Genfunktionen ist eine analytische Methode nötig, 
die eine möglichst große Anzahl von Metaboliten erfasst. Hierfür bieten sich 
massenspektrometrische Techniken wie GC-MS und/oder LC-MS mit ihrer großen 
Universalität, Selektivität und Einfachheit besonders an. Wegen der großen chemischen 
Diversität von Metaboliten gegenüber den chemisch relativ homogenen Proteinen oder der 
mRNA, stellt die Entwicklung einer analytischen Methode zur Metabolomanalyse eine große 
Herausforderung dar. Der Modellorganismus Corynebacterium glutamicum wird in der 
Industrie für die Produktion von L-Glutamat und L-Lysin benutzt. Es besteht ein großes 
Interesse an der Optimierung von Produktionsstämmen, aber das Wissen über die 
metabolische Organisation in der Zelle ist limitiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine GC-
MS basierende Methode zur Metabolomanalyse entwickelt und etabliert. Die 
aufgenommenen GC-MS-Chromatogramme enthalten die Information von ca. 1000 
detektierten Komponenten. Davon lassen sich 300 Metabolite quantitativ, reproduzierbar 
messen, das entspricht ca. 50% der erwarteten Metabolite. Von diesen wurden im Rahmen 
dieser Arbeit 121 (88 in der polaren Phase, 33 in der lipophilen Phase) identifiziert. Durch 
eine Methodenoptimierung war es möglich, eine Präzision innerhalb von 6% mittlerer 
Standardabweichung bei der Messung allein und 15% bei Extraktion und Probennahme 
zusammen zu erreichen. Die Anwendung dieser Methode für die funktionelle Genomanalyse 
wurde am Beispiel von Deletionsmutanten des Trehalose-Stoffwechselweges durchgeführt. 
Entsprechend den Erwartungen ließ sich nach der Deletion der Trehalose-6-phosphat- 
phosphatase (kodiert durch OtsB) eine ca. 100-fache Akkumulation des entsprechenden 
Substrates Trehalose-6-phosphat messen. Umgekehrt führte eine Deletion des Gens OtsA 
(kodiert für Trehalose-6-phosphatsynthase) zu einer Abnahme Trehalose-6-phosphat. Zur 
Evaluierung der Methodenempfindlichkeit wurden Wachstumsbedingungen (Temperatur und 
Kohlenstoffquelle) variiert. Es wurden dabei multiple Änderungen beobachtet, die den 
experimentellen Fehler überstiegen. Damit die hier entwickelte Methode als Datengrundlage 
für eine computergestützte Modellierung metabolischer Netzwerke eingesetzt werden kann, 
ist eine Kenntnis über die tatsächlichen intrazellulären Metabolitkonzentrationen notwendig. 
Daher wurden für 71 der identifizierten Metabolite Kalibrationskurven aufgenommen, um den 
jeweiligen linearen Massenbereich zu charakterisieren und Responsefaktoren zu ermitteln. 
Als ergänzende Technik zur Analyse von hochmolekularen nicht flüchtigen GC-MS 
Verbindungen wurde mit der Etablierung eines HPLC-HILIC-ESI-MS Ansatzes begonnen. 
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For complete systems biology approach a metabolomic analysis technique should be 
developed to complement already well established proteomic and transcriptomic analytical 
techniques. To date the complete genome sequences are freely available for a variety of 
organisms. However only a part of genes are functionally classified. For the elucidation of 
gene function an analytical method for simultaneous analysis of maximally possible number 
of metabolites must be developed. Mass spectrometry based techniques such as GC-MS 
and LC-MS are very suitable for this task, due to their universality, selectivity and simplicity. 
Because of wide chemical diversity of metabolites comparative to relatively homogenous 
proteins and mRNA the development of metabolic analysis method is more difficult. The 
model organism Corynebacterium glutamicum is used for the industrial production of L-
glutamate and L-lysine. A lot of attention is paid on the optimization of production strains, but 
the knowledge about metabolic organization in the cell is limited. In this work, a GC-MS 
based method for metabolomic analysis was developed and established. The GC-MS 
chromatograms contain the information about ca. 1000 detected components. Approximately 
300 metabolites can be quantitatively reproducible analyzed and represent ca. 50% of all 
expected metabolites. From these 121(88 in the polar phase, 33 in the lipophilic phase) were 
identified. After a method optimization it was possible to achieve a precision within 6% of 
average standard deviation on the stage of only GC-MS measurement and 15% together 
with sampling and extraction. The application of the method for the functional genomics 
approach was demonstrated on the example of trehalose pathway knock out mutants. 
According to the expectations after the knock out of the trehalose-6-phosphatephosphatase 
(coded by OtsB) the 100 times accumulation of the corresponding substrate trehalose-6-
phosphate was observed. On the other side the knock out of the gene OtsA (codes for 
trehalose-6-phosphatsynthase) caused the decrease in the concentration of trehalose-6-
phosphate. For the evaluation of the sensitivity of the method the growth conditions 
(temperature and carbon source) were varied. A multiple changes were observed, which 
were larger as experimental error. To apply the developed method as a data source for a 
computer modeling of metabolic pathways, information about real intracellular metabolite 
concentrations is required. Calibration curves were constructed for 71 of identified 
metabolites. The linear working area was characterized and response factors were found 
out. For the analysis of high molecular nonvolatile in GC-MS compounds it was started with 
the development of HPLC-HILIC-ESI-MS approach. 
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AMDIS   the automated mass spectral deconvolution and identification system 
AMP   Adenosin-5-monophosphat 
BHI   brain heart infusion 
BSA   N,O-bis-Trimethylsilylacetamid 
BSTFA  N,O-bis-Trimethylsilyltrifluoroacetamid 
CE   capillary electrophoresis 
CI   chemische Ionisation 
EI   Elektronen-Ionisation 
ESI   electro spray- Ionisation 
FTIR   fourier transform infrared spectroscopy 
GC   gas chromatography 
HILIC   hydrophlic interaction chromatography 
HPLC   high performance liquid chromatography 
ICIS   interactive chemical information system 
MALDI   matrix assisted laser desorption ionisation 
MeOX   CH3ON- Methoxymierungsgruppe 
MM   Minimalmedium 
mRNA   messenger ribonucleic acid 
MS-   mass spectrometry 
MSTFA  N-Methyl-N-Trimethylsilyltrifluoroacetamid 
NIST   National Institute of Standards and Technology 
NMR   nuclear magnetic resonance 
OD   optische Dichte 
PTV   programmed temperature vaporizer 
RI   retention indice 
RP   reversed phase 
RT   retention time 
RT   Raumtemperatur 
SSL   split/splitless 
TIC   total ion currency 
TLC   thin layer chromatography 
TMS   Trimethylsilyl 
TMSI   Trimethylsilylimidazol 
TOF   time of fly 
VB   Visual Basic 
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Einleitung 
1. Einleitung 
 
1.1. Metabolomanalyse in Bezug auf functional genomics 
 
Metabolismus ist Leben. 
Relativ kleine Verbindungen, die aus zellulären Stoffwechselwegen hervorgehen bezeichnet 
man als Metabolite. Sie stellen letztendlich das Ergebnis aller zellulären Prozesse dar, 
greifen aber umgekehrt auch in das regulatorische Netzwerk der Zelle ein. Analog zu den 
Begriffen Proteome oder Transcriptome kann die Summe der in einem Organismus 
syntesierten Metaboliten als sein Metabolom bezeichnet werden. Ensprechend stellt ein 
analytischer Ansatz, der auf die Analyse eines Metaboloms zielt, einen als Metabolomics zu 
bezeichnenden Ansatz dar. 
Heutzutage sind für viele Organismen ihre kompletten Genomsequenzen bekannt und 
zugängig [1, 2]. Funktionell sind aber in jedem Genom lediglich zwischen 30-70% aller Gene 
funktionell klassifiziert. Dazu kommt, dass von diesen Genen nur ein geringer Prozentsatz 
(ca. 10%) durch ein biochemisches Experiment charakterisiert wurden. Für alle anderen 
wurde eine Zuordnung durch Sequenzhomologien mit anderen Organismen festgelegt, was 
nicht unbedingt richtig ist. 
Um biologische Funktionen und eine Verbindung Gen-Enzym-Metabolit festzustellen, kann 
eine Perturbation auf genetischer Ebene durchgeführt werden und anschließend die Antwort 
des Systems beobachtet werden. Anderseits kann ein schon interessanter Phänotyp 
analysiert werden. Die Analyse kann auf verschiedenen Ebenen durchgeführt werden. Die 
Transkriptomanalyse ist mittlerweile sehr gut etabliert und apparativ einfach zugänglich [3]. 
Im Proteomicsbereich sind für die Analytik der meisten Proteine 2-D Elektrophorese [4-6] 
und HPLC(high performance liquid chromatography) [7], gekoppelt mit 
massenspektrometrischen Techniken wie MALDI (matrix assisted laser desorbtion 
ionisation)[8, 9] und ESI (electro spray ionization) [7, 10] gut etablierte Techniken. 
Heutzutage ist es möglich nicht nur qualitativ sondern auch quantitativ ein Proteom zu 
charakterisieren [11, 12]. 
Transcriptomics- und Proteomics- Ansätze müssen aber durch einen Metabolomics- Ansatz 
komplettiert werden, um biochemische Prozesse in der Zelle besser verstehen zu können 
und um letztendlich zu einer systembiologischen Betrachtungsweise zu gelangen. 
Beispielsweise werden Genveränderungen nicht immer auf der Transkriptomebene 
widergespiegelt [13]. Weiterhin wirken sich Veränderungen auf der Transcriptomebene nicht 
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unbedingt auf den Proteinlevel aus. Dazu kommt, dass viele zelluläre Prozesse durch 
Metabolite reguliert werden. Dies wurde eingehend am Beispiel des 
Glycolysestoffwechselweges in verschiedenen Organismen gezeigt [14]. 
 
1.2. Beschreibung von generellen analytischen Ansätze zur 
Metabolomanalyse 
 
Bei den Untersuchungen von  Metabolitenleveln kann die Anzahl von analysierten 
Metaboliten verschieden sein. Dies hängt mit der Zielsetzung der jeweiligen Analyse 
zusammen. Wenn nur ein oder wenige Metabolite von Interesse sind, wird meist eine 
metabolic target Analyse angewendet. Dieser Ansatz ist für eine genaue Quantifizierung 
optimiert. Beim metabolic profiling werden mit einer bestimmten Methode mehrere 
analysierbare Metabolite untersucht [15, 16]. Die analytische Methode kann oft im Bezug auf 
eine begrenzte Anzahl von Metaboliten oder für ein breites Spektrum von Stoffen optimiert 
werden. Für eine einfache Charakterisierung von verschiedenen Organismen ist das 
metabolic fingerprinting  die Methode der Wahl. Die grundlegende Idee ist dabei, mit Hilfe 
einer einfachen, schnellen Analyse von Rohextrakten oder sogar ganzen Zellen Organismen  
aufgrund eines für sie spezifischen Musters (spektrale Information z.B. FTIR oder eines 
Gesamtchromatogramms) unterscheiden zu können. Das kann beispielsweise mit Hilfe von 
NMR (nuclear magnetic resonance) [17, 18] oder FTIR (fourier transform infrared 
spectroscopy) [19] erfolgen. 
Mit dem Metabolomicsansatz versucht man das ganze Metabolom ohne Ausnahmen zu 
erfassen. Der Ansatz kann auf verschiedenen Fragestellungen angewandt werden. So z.B. 
für Analyse von metabolischen Veränderungen entlang einer Wachstumskurve oder zur 
Korrelationsanalyse von Metaboliten unter verschiedenen Wachstumsbedingungen. Darüber 
hinaus ist es möglich, über einen functional genomics-Ansatz Änderungen in einem Genom 
auf Metabolitebene zu detektieren. Da dabei Genfunktionen unbekannt sind und der Bereich 
im metabolischen Netzwerk, in dem die Veränderungen stattfinden, nicht genau 
vorhergesagt werden kann, muss in jedem Fall das komplette Metabolom untersucht 
werden. Dies bedeutet, dass das Hauptziel dieses analytischen Ansatzes darin besteht, 
möglichst alle Unterschiede im Gehalt von jedem Metabolit zwischen einem nativen 
Organismus und einer Mutante zu detektieren. Es wird versucht, eine Optimierung auf eine 
bestimmte Gruppe von Komponenten zu vermeiden und die Methode generell für alle 
Metabolite zu optimieren. Absolute Metabolitkonzentrationen sind dabei nicht essentiell, weil 
immer ein Interesse an einem Vergleich zwischen verschiedenen Proben besteht [20, 21]. 
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Aufgrund der chemischen Diversität von Metaboliten gegenüber Proteinen und mRNA stellt 
die Analytik von allen Stoffwechselprodukten eine große Herausforderung dar. Es gibt keine 
universelle Methode, die eine Analyse von allen Metaboliten gleichzeitig ermöglichen 
könnte. Deswegen müssen mehrere sich ergänzende metabolic profiling-Methoden im 
Rahmen des metabolomics-Ansatzes entwickelt werden. Es müssen bestimmte 
Anforderungen an eine Methode für die Metabolomanalyse gestellt werden. Die Methode 
sollte schnell sein, zuverlässig, empfindlich, geeignet für die Automatisierung und durch sie 
soll eine signifikante Anzahl von Metaboliten abgedeckt werden. Große Fortschritte wurden 
in der Metabolomanalyse für Pflanzen gemacht. Beispielsweise wurden in einem Blattextrakt 
von Arabidopsis thaliana mit Hilfe von GC-MS (gas chromatography–mass spectrometry) 
326 Stoffe detektiert und relativ quantifiziert [22]. Bei Verwendung dieser Methode wurden 
einige Metabolite de novo identifiziert [23]. Es wurde auch versucht, durch diese Methode 
eine große Anzahl von Verbindungen gleichzeitig in einem chromatographischen Lauf 
absolut zu quantifizieren [15]. Da jedoch nur relativ kleine (bis Trisaccharide) Moleküle in der 
GC flüchtig sind, werden für die Analyse von Sekundärmetabolite aus Cucurbita maxima 
Blättern und Arabidopsis thaliana HPLC-MS basierte Methoden angewendet [16, 24, 25].  
 
1.3. Metabolomanalyse von Mikroorganismen 
 
Der metabolomics-Ansatz für einen „einfacheren“ Organismus wie ein Bakterium sollte 
einige Vorteile bringen. Die Wachstumsbedingungen können besser kontrolliert werden, die 
biologische Variabilität ist kleiner und es gibt keine Probleme mit der Kompartimentierung 
[26]. 
Die Untersuchungen von bakteriellen Zellen wurden über eine lange Zeit hinweg nur für eine 
begrenzte Anzahl von Stoffen durchgeführt. In Kombination von enzymatischen Analysen, 
HPLC und HPLC-MS wurden 29 intrazelluläre Metabolite aus dem Citratzyklus, der 
Glycolyse und einige Nucleotide in Escherichia coli quantitativ analysiert [27]. Ca. 70 
intrazelluläre Metabolite konnten mittels einer TLC (thin layer chromatography)-Methode bei 
der Analyse von verschiedenen E. coli Stämmen detektiert werden und davon 10 identifiziert 
und relativ quantifiziert werden [28]. Mit Hilfe der NMR-Spektroskopie wurden in Hefe (Pichia 
anomala) 9 Metabolite analysiert und 7 Metabolite quantitativ gemessen [29]. In einer 
weiteren Studie wurden mittels NMR in Hefe 35 phosphorylierte Metabolite analysiert [30]. In 
metabolischen Flussanalysen wurden in Corynebacterium glutamicum 12 mit Isotopen 
markierte Metabolite mittels NMR untersucht [31]. Durch die MALDI-TOF-MS-Methode 
(matrix assisted laser desorbtion ionisation time of flight mass spectrometry) wurden Lysin, 
Alanin, Glucose und Saccharose analysiert [32, 33]. Bei einer weiteren metabolischen Flux-
 3
Einleitung 
Analyse wurden Aminosäuren mit Hilfe von GC-MS untersucht [34]. Ein HPLC-Ansatz wurde 
zusammen mit enzymatischen Assays für die Bestimmung von 12 Metaboliten verwendet 
[35]. In einer komplexen Studie mit Proteom- und Transkriptomanalysen wurden 24 
Metabolite mit Hilfe von Enzymassay, HPLC-UV und GC-MS quantitativ gemessen [36]. In 
der bakteriellen Taxonomie wurden verschiedene Organismen aufgrund von 12 Zuckern 
mittels GC-MS charakterisiert [37]. Mit direkter Infusion einer Hefekultur in ein ESI-MS 
wurden 25 Metabolite analysiert [38]. Vor kurzem wurde ein analytischer Ansatz, der auf CE-
ESI-MS (capillary electrophoresis electrospray ionisation mass spectrometry) basiert für 
Bacillus subtilis beschrieben [39]. Die Anzahl von analysierten Metaboliten ist dabei mit 
Metabolomanalysen von Pflanzen vergleichbar. Es war mit dieser Methode möglich, 
gleichzeitig ca. 1700 Peaks zu detektieren. Von diesen wurden 150 Metabolite identifiziert 
und quantifiziert. Obwohl diese Methode im Vergleich zur GC-MS keine Begrenzungen in 
der Flüchtigkeit hat, ist die Analyse von einer Probe sehr zeitaufwändig (ca. 16 Stunden). 
GC-MS ist technisch einfacher und bietet vor allem einen großen Zeitvorteil (je ca. 1 Stunde 
für polare und lipophile Substanzen). Für die großen, nicht flüchtigen Metabolite kann die 
GC-MS basierte Methode mit der ebenfalls technisch relativ einfachen HPLC-MS (die Zeit 
für einen chromatographischen Lauf beträgt ca. 1 Stunde [24, 25]) ergänzt werden. 
 
1.4. Modellorganismus Corynebacterium glutamicum 
 
Das Bakterium Corynebacterium glutamicum, das befähigt werden kann viel Glutamat ins 
Medium zu exkretieren, wurde in der Mitte der 50er Jahre von japanischen Wissenschaftlern 
isoliert [40]. Das Corynebacterium glutamicum ist ein gram-positives aerob wachsendes 
Bodenbakterium, das zur Familie der Aktinomyceten gehört und ist verwandt mit 
Pathogenen wie Corynebacterium diphtheriae, Mycobacterium leprae und Mycobacterium 
tuberculosis. Es ist anpassungsfähig, so dass es auf verschiedenen Zuckern oder 
organischen Säuren wachsen kann. Unter optimalen Bedingungen kann dieser Organismus 
innerhalb einiger Tage große Mengen Glucose in Glutamat umwandeln. Daher ist C. 
glutamicum in der Lebensmittel und Futtermittelindustrie bedeutend. Neben Glutamat wird 
auch Lysin mit der Hilfe genetisch modifizierter Stämme [41] produziert. Die Weltproduktion 
beträgt dabei ungefähr 1×106 Tonnen Glutamat und 3×105 Tonnen Lysin pro Jahr [42]. Die 
industrielle Bedeutung dieses Bakteriums bildet eine Motivationsgrundlage zur 
Untersuchung dieses Organismus.  
Das Genom des C. glutamicum Stammes ATTC 13032 wurde im Jahr 2003 vollständig 
entschlüsselt [2] wobei ungefähr 3000 proteinkodierende Gene identifiziert wurden. Durch 
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die Homologie zu bekannten Proteinen konnte theoretisch für 82% dieser Gene ihre 
vermutliche biologische Funktionen zugeordnet werden. 
 
1.5. Derivatisierung 
Die Derivatisierung spielt bei der GC-Analyse von biologischen Proben eine sehr wichtige 
Rolle. Erstens ist es möglich bei der Zuckeranalyse die Anzahl von Zuckerisomeren stark zu 
reduzieren, was die Komplexität des Chromatogramms deutlich verringert [43-45]. Dies wird 
durch eine Oximierungsreaktion erreicht. Als Oximierungsreagenzien können Hydrochloride 
von Hydroxylamin oder Methoxyamin, gelöst in Pyridin, verwendet werden. 
In einem zweiten Schritt ist es wichtig, die Flüchtigkeit der Komponenten zu erhöhen. Das 
wird hauptsächlich durch eine Veresterung erreicht. Die universellste Methode ist dabei das 
Silylieren. Bei dieser Methode werden bei Verwendung von genug aggressiven Reagenzien 
nicht nur Carboxylgruppen sondern auch Hydroxy- und Aminogruppen derivatisiert. Die nach 
der Reaktion gebildeten Ester sind nicht nur flüchtiger sondern auch thermisch stabiler als 
die Ausgangssubstanzen. Mehr über Derivatisierung wird im Kapitel 3.6.4. diskutiert. 
 
Abb. 1.0. Trimethylsilylierung von Glycin. 
1.6. GC-Einspritztechniken 
 
Splitinjektion 
 
Bei dieser Einspritztechnik werden die aus der eingespritzten Probenflüssigkeit 
entstehenden Dämpfe meistens stark ungleich geteilt: Ein kleiner Teil wird durch das 
Trägergas in die Trennsäule übertragen, während der Hauptteil durch den Splitausgang am 
unteren Ende des Verdampfers abgeführt wird. Der Anteil der Probe, der in die Säule 
gelangt, liegt normalerweise im Bereich von 0.3 bis 20% [46]. Drei Arten von Einspritzung 
mit Split sind im Gebrauch: 
1. Einspritzung in eine permanent beheizte Kammer. 
2. PTV-Einspritzung (programmed temperature vaporizing), Verdampfung mit  
programmierter Temperatur. 
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3. On-column-Einspritzung mit Split, bei der die Probendämpfe nach einer unbelegten 
Vorsäule geteilt werden. 
Die Probendämpfe werden aus zwei völlig verschiedenen Gründen geteilt: einerseits zur 
Vermeidung einer Säulenüberladung, anderseits zur Erzeugung scharfer 
chromatographischer Anfangsbanden. 
 
Splitlose Einspritzung 
 
Splitlose Einspritzung wird ohne Splitfluss- d.h. ohne Verlust eines Teils der Probe durch 
den Splitausgang- ausgeführt mit einem Injektor, der auch für Splitinjektion geeignet ist. 
Teilung wird vermieden, um eine höhere Empfindlichkeit zu erzielen. Vor der Einspritzung 
wird der Splitausgang geschlossen. Weil nun die Säule der einzige Ausgang aus der 
Verdampferkammer ist, transportiert das Trägergas (fast) die ganze Probe in die Säule. 
 
On-column-Einspritzung 
 
Bei on-column-Einspritzung wird die (flüssige) Probe direkt in den Säuleneingang 
eingebracht. Dafür sind zwei Aspekte wichtig: Die verdampfende Probe soll nicht mit einer 
Verdampferkammer oder einer analogen Vorrichtung außerhalb der Säule in Kontakt 
kommen und die Einspritzzone im Säuleneingang soll ofenthermostatisiert sein. Es gibt 
keine Verdampfung bei einer Temperatur über jener der Trennsäule. 
 
PTV-Eispritzung (PTV= programmed temperature vaporizing) 
 
Bei der PTV-Einspritzung wird die Probe indirekt, d.h. über eine Verdampferkammer, in die 
Trennsäule geführt- mit teilweisem (Split) oder vollständigem (splitlos) Probentransfer. Im 
Gegensatz zur klassischen verdampfenden Einspritzung befindet sich die Temperatur der 
Kammer unter dem Probensiedepunkt (meistens gegeben durch das Lösungsmittel). Nach 
dem Rückzug der Spritzennadel (sofort oder nach einer Wartezeit) wird die 
Verdampferkammer mit hoher Geschwindigkeit aufgeheizt. Die Temperatur des Injektors 
kann auch mit einem wählbaren Programm erhöht werden. 
 
PTV-solvent split-Einspritzung 
 
Bei PTV-solvent split-Einspritzung (oder large volume-Einspritzung) wird die Probe bei 
offenem Splitventil in einen kühlen Injektor gespritzt. Das Lösungsmittel und die flüchtigen 
Probenkomponenten verdampfen bei dieser Temperatur. Die Lösungsmitteldämpfe werden 
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unter Splitbedingungen abgeführt, d.h. der Hauptteil fliesst durch den Splitausgang weg. Am 
Ende der Lösungsmittelabdampfung wird das Splitventil geschlossen, der Injektor aufgeheizt 
und das höhersiedende Probenmaterial splitlos in die Säule übertragen. In der splitlosen 
Einspritzung werden die Lösungsmitteldämpfe mit dem Säulenfluss aus der 
Verdampferkammer in die Säule übertragen. Bereits bei einem Einspritzvolumen von 2µL 
kann die Verdampfung 2min dauern. Da die Verdampfungsgeschwindigkeit vom Fluss durch 
die Verdampferkammer abhängt, kann sie durch einen offenen Splitausgang drastisch 
erhöht werden. Dies ist vor allem für die PTV-Einspritzung grosser Probenvolumen von 
Interesse. Beispielsweise bilden 100µL Lösungsmittel 15-40mL Dampf, der mit Trägergas 
leicht auf 100mL verdünnt wird [46]. Würde er durch die Trennsäule abgeführt, so wäre eine 
Lösungsmittelabdampfzeit (Lösungsmittelpeakbreite) von möglicherweise über einer Stunde 
zu erwarten. Bei einem Splitfluss von z.B. 50mL/min ist die Abdampfung bereits nach 2min 
beendet. 
 
 
 
 
 
1.7. Elektronen-Ionisation (EI) 
Die Elektronen-Ionisationquelle (Elektronenstoßionisationquelle) wurde von Dempster 
entwickelt und von Bleakney [47] und Nier [48] weiterentwickelt. Die Ionisationstechnik ist 
gut geeignet für Moleküle in der Gasphase und führt zur einer massiven Fragmentierung, so 
dass Molekülionen nicht immer beobachtet werden können. In Abb. 1.1 ist die Elektronen-
Ionisationquelle schematisch dargestellt. 
 
 
Abb 1.1. Schematische Darstellung der EI- Ionisationsquelle. 
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Die Quelle besteht aus einer beheizten Rheniumkathode (filament), die Elektronen emittiert. 
Die Elektronen werden in Richtung  Elektronenfänger (Anode) beschleunigt und kollidieren 
mit den gasförmigen Moleküle der zu analysierenden Probe, die in die Quelle injiziert wird. 
Jedes Elektron kann aufgrund des Welle/Teilchen Dualismus als eine Welle beschrieben 
werden, deren Wellenlänge λ sich wie folgt ergibt: 
 
      h 
     λ  = –––––––– 
      m v 
 
m bezeichnet die Masse des Elektrons, v- seine Geschwindigkeit und h die  Plancksche 
Konstante. Die Wellenlänge beträgt bei einer kinetischen Energie von 20eV 2.7Å und 1.4Å 
bei 70eV. Diese Wellenlänge entspricht in etwa der Länge einer chemichen Bindung. 
it der Energie h ν der Energiedifferenz eines 
küls, ist die Resonanzbedingung erfüllt und 
as Molekül geht in einen angeregten Zustand über. Bei einer genügend großen Energie 
ie Massentrennung in einem Quadrupolsystem erfolgt durch die Überlagerung eines 
homogenen elektrostatischen Feldes mit einem Hochfrequenzfeld. Jeweils zwei, einander 
gegenüberliegende Elektroden sind miteinander verbunden (Abb 1.2). An die beiden 
e aus einer Gleichspannung U und einer hochfrequenten 
Ionen der 
odensystem eingeschossen werden, bewegen sich unter dem 
nfluß nten Feldes auf einer Wellenbahn durch das System. Mit den 
Entspricht die Frequenz eines Elektrons m
elektronischen Überganges innerhalb des Mole
d
wird ein Elektron von angeregten Molekül  ausgestoßen. Im Durchschnitt wird bei 70eV auf 
1000 Moleküle ein Ion produziert. Auf ein Molekül wird dabei eine Energiemenge von 10-
20eV übertragen. Da nur 10eV für die Ionisation der meisten organischen Moleküle 
ausreicht, führt der Energieüberschuss zu einer starken Fragmentierung des Moleküls. Das 
Fragmentierungsmuster liefert Informationen über die Struktur eines Moleküls. 
1.8. Der Quadrupol Massenfilter 
 
D
Elektrodenpaare wird ein
Wechselspannung V zusammengesetzte Spannung φ=(U+Vcosωt) angelegt. 
Masse m, die in das Elektr
Ei  des hochfreque
Abkürzungen (für einfach geladener Ion) 
 
 
  m – Masse des Ions 
  r – Radius des zwischen den Quadrupolstäben zur Verfügung stehenden Raums 
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  e – Elementarladung 
  U – Gleichspannung 
  V – Wechselspannung 
  ω - Kreisfrequenz 
  ξ - πft 
  f – Frequenz der Wechselspannung 
 
werden die Bahngleichungen der Ionen in x- und y- Richtung durch Mathieu´sche 
Differenzialgleichungen beschrieben: 
 
 
 
 
Abb.1.2. Quadrupol-Massenfilter 
 für verschiedene 
 
In die z-Richtung bewegen sich die Ionen mit ihrer ursprünglichen Geschwindigkeit. Nur für 
bestimmte Werte der Größen a und q gelangen die Ionen durch das ganze Stabsystem 
hindurch, ohne sich vorher quer zu ihrer Einschußrichtung so weit aufzuschaukeln, dass sie 
auf eine der vier Elektroden auftreffen und dort entladen werden und somit nicht zum 
Detektor gelangen. 
1.9. Verallgemeinerung von GC-MS basierten Methoden für 
verschiedene Stoffklassen 
 
Ein breites Spektrum von Verbindungen verschiedener Natur kann mit GC oder GC-MS 
analysiert werden. Dabei wird die Flüchtigkeit von Komponenten durch eine Veresterung 
erhöht [43]. Die Derivatisierung durch Trimethylsilylierung ist seit langem
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Klassen von chemischen Verbindungen bekannt [43, 49, 50]. In der Zuckeranalytik konnte 
zunächst die Anzahl von ringförmigen  und offenkettigen Isomeren durch eine 
e trimethylsilyliert 
öglich, eine generelle 
ethode für die gleichzeitige Derivatisierung von allen Komponenten zu entwickeln. Diese 
nsmethylierung erreicht werden [53].  
assenspektrometrische Charakterisierung von 
trimethylsilylierten und ox
ffklassen sind bereits Informationen über die massenspektrometrische 
harakterisierung ihrer Trimethylsilylderivate vorhanden. Allgemein produzieren TMS-
S-Gruppe 
Oxymierungsreaktion verringert werden. Anschließend wurden die Stoff
[51]. Die Ähnlichkeit von Derivatisierungsreaktionen macht es m
M
Idee wurde für Proben pflanzlicher Herkunft erfolgreich angewendet [15, 22, 44, 45, 52]. 
Neben der Möglichkeit freie Fettsäuren als trimethylsilylierte Derivate zu analysieren, besteht 
eine Möglichkeit, große, nicht flüchtige Fette und Phospholipide zu hydrolysieren und durch 
die Analyse der dadurch freigesetzten Fettsäuren Informationen über diese Substanzen zu 
erhalten. Die Hydrolyse von Lipiden und die anschließende Veresterung von Fettsäuren 
kann in einem Schritt durch eine Tra
 
1.10. M
ymierten Verbindungen 
 
Für wichtige Sto
C
Derivate (Trimethylsilylderivate) von organischen Verbindungen nach EI-Ionisierung für die 
TMS-Gruppe charakteristische Ionen [54]. Die Ionen, die nur für die TM
charakteristisch sind und keinen Beitrag zur Strukturaufklärung leisten, sind in Abb.1.3 
dargestellt.  
 
 
 
Abb. 1.3. ente, die allgemein ate charakteristisch sind. 
 
Aminosäuren 
 
Bei Aminosäurederi treten die in Ab llten Ionen am häufigsten auf. 
Weitere Fragmentierungsreaktionen spielen dnete Rolle [54]. 
In der Tabelle ind einige all entionen für Aminosäuren 
zusammengefasst. D ten von ihnen tra turaufklärung bei.  
 
 Fragm  für TMS-Deriv
vaten b.1.3 dargeste
eher eine untergeor
1.1 s gemeine Fragm
ie meis gen nicht zur Struk
10 
Einleitung 
 
Tabelle 1.1. Allgemeine F säuren. 
entierung Herku
ragmentionen für Amino
Fragm nft 
M-15 M-CH3
M-29 M-(CH3+CH2) 
M-43 M-(CH3+CO) 
M-72 M-((CH3)3Si-H) 
M-73 M-(CH3)3Si 
M-87 M-CH3((CH3)3Si-H) 
M-89 M-(CH3)3SiO 
M-90 M-(CH3)3SiOH 
M-102 M-(CH3)3Si-CH3-CH2
M-104 M-CH3-(CH3)3SiO 
M-105 M-CH3-(CH3)3SiOH 
M-116 M-((CH3)3SiCO2-H) 
M-117 M-(CH3)3SiCO2H 
M-133 M-CH3-CO-(CH3)3SiOH 
M-162 M-(CH3)3Si-(CH3)3SiO 
218 M-R (für α-Aminosäuren) 
 
Das allgemeine Fragmentierungsmuster für α-Aminosäuren ist in Abb.1.4 dargestellt. 
Die häufigsten, charakteristischen Fragmente von TMS-α-Aminosäuren sind M-15 (CH3), M-
43 (CH3+CO), M-117 (CO2TMS) und M-R. Als konkretes Beispiel ist die 
massenspektrometrische Fragmentierung von zweifach silyliertem Alanin (α-Spaltung) in 
Abbildung 1.5 dargestellt. 
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Abb. 1.4. Massenspektrometrischer Fragmentierungsweg von TMS-α-Aminosäuren. 
 
 
Abb. 1.5. Massenspektrometrische Fragmentierung von Alanin2TMS (N,O-di-TMS-Alanin). 
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Methoxymierte und trimethylsilylierte Zucker 
 
Für die meisten Zucker ist, wie für Aminosäuren, ein allgemeines Fragmentierungsmuster 
charakteristisch [51, 55]. Außer den üblichen, für alle trimethylsilylierten Verbindungen 
charakteristischen Fragmentionen m/z=73 und m/z=147 (siehe oben), wird in erster Linie die 
Kohlenstoffkette fragmentiert (Abb. 1.6). Darüber hinaus kann ein M-15 Fragment gefunden 
werden und zusätzlich Fragmente, die durch den Verlust von TMSOH (m/z=90) von jedem 
paltungsfragment der Kohlenstoffkette entstehen. 
 
S
 
Abb. 1.6. Hauptfragmentierungsmuster und Massenspektrum von Penta-O-trimethylsilyl-D-glucose-
O-methoxim, Molekularmasse M=569. 
n gezeigten Beispiel hat das größte Ion eine Masse von m/z=554, dies entspricht 
dem Verlust eines Methylradikals vom Molekularion. Das Ion m/z=466 repräsentiert das 
Fragment S. (siehe Abb. 1.6). Durch einen Strich wird der Verlust einer TMSOH-Gruppe 
angezeigt.  
 
In dem obe
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Methoxymierte und trimethylsilylierte Zuckerphosphate und ähnliche 
 
m Zusammenhang sollten die Zuordnungen 
npeak in Massenspektren von unbekannten Zuckerphosphaten mit 
gelegt werden. Das Fragmention mit der höchsten Masse ist normalerweise das 
Fragment [M-15]+, das durch den Verlust eines Methylradikals von einer TMS-Gruppe 
entsteht. In den Spektren dominieren Ionen, die durch Umlagerungsreaktionen entstehen. 
Sie enthalten das resonanzstabilisierte Phosphoniumkation (Abb. 1.7).  
 
Verbindungen 
 
Die Massenspektren von derivatisierten Zuckerphosphaten zeigen ein ähnliches 
Fragmentierungsmuster [50, 56]. Generell fehlen in den Massenspektren die Molekularionen 
oder sie sind nur mit einer sehr kleinen Intensität im Massenspektrum vorhanden. Dagegen
können aus den Molekularionen hervorgehende Folgeprodukte als schwache Peaks von 
M+1 und M+73 oft gefunden werden. In diese
von einem Molekulario
Vorsicht fest
 
Abb. 1.7. Charakteristische Ionen in Massenspektren von phosphorylierten und methoximierten 
Zuckern und ähnlichen Verbindungen. (A) R=R´=Si(CH3)3, m/z=387, (B) R=H und R´=Si(CH3)3, 
m/z=315, (C) R=R´=H, m/z=243, (D) R=Si(CH3)3, m/z=299, (E) R=H, m/z=227, (F) m/z=211, (G) 
m/z=357 
 
Die Ionen A, B und C werden durch eine Migration der TMS-Gruppe und/oder eines 
Wasserstoffatoms auf das Fragment, das die Phosphatgruppe trägt, gebildet. Die Ionen D, E 
und F sind Fragmentionen, die aus den Ionen A, B und C entstehen. Das phosphathaltige 
Fragmention G mit der Masse m/z=357 enthält zwei zusätzliche Kohlenstoffatome aus der 
Kohlenstoffkette und ist ebenfalls charakteristisch für diese Derivate. Die Unterschiede in der 
Intensität der Ionen A-E spiegeln die Stereochemie der Moleküle wider. 
 
Ester von organischen Säuren 
 
Verbindungen, in denen eine polarisierte Doppelbindung, z.B. eine C=O- Gruppe und eine 
dazu γ-ständige C-H, O-H- oder N-H-Gruppe vorhanden sind, werden in vielen Fällen 
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besonders leicht durch eine McLafferty-Umlagerung gespalten [57]. Sie ist besonders 
ivate (Abb. 1.8).  charakteristisch für Säuren und Säureder
 
 
Abb. 1.8. McLafferty Umlagerung von Carbonsäureestern. 
 
 
 
Abb. 1.9. Fragment-Ionen, die durch eine α-Spaltung und CO Verlust entstehen (Methylester).  
 
Die Molekülionen der Methylester geradkettiger, aliphatischer Säuren erreichen meist eine 
hohe Intensität. Als Hauptabbauprodukt für Methylester entsteht ein Ion mit m/z=74. 
Durch weitere Umlagerungsreaktionen können die Fragmente m/z=143 und m/z=87 
entstehen [58]. Die Fragmentionen m/z=31, m/z=59, m/z=71 lassen sich durch eine α-
Spaltung erklären. Aus m/z=71 entsteht durch Verlust von CO ein Fragment mit m/z=43 
(Abb 1.9). 
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2. Material und Methoden 
.1 Verwendete Chemikalien, Materialien und Software 
ie in der Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von Fluka-Sigma-Aldrich & Co (Sigma-
rchen, Deutschland) und Merck (Darmstadt, Deutschland) 
wurde BHI-
ouillon (BHI= Brain Heart Infusion) (Difco, Detroit, USA) mit folgender Zusammensetzung 
älberhirninfusion 200g, Rinderherzinfusion 250g, Proteose-Pepton 10g, 
inatr mpho hat 2 g. Ein r 
thyl-d,l-threo-
orynomycolat C32 wurde von Matreya (Pleasant Gap, USA) bezogen. MSTFA (N-methyl-
silyltrifluoroacetamid) zur Derivatisierung wurde von CS Cromatography Service 
land) gekauft. Das Helium für die GC entsprach dem 
itsgrad 4.6, 99.996% (Vol.), der Stickstoff z h dem 
einheitsgrad 4.0, 99.99% (Vol.). Iso-Butan 99.5% (Vol.) wurde von Messer Griesheim 
and) bezogen. Das destillierte Wasser für biologische Arbeiten wurde 
r Seralpur Delta UV (Seral, Ransbach-Baumbach, Deutschland) 
in n 0.2 m Su r-DCF  Inc., Montreal, 
wurden das „L chland) 
itril igma-Aldrich Chemie GmbH Taufkirchen, 
 
2
 
2.1.1 Chemikalien 
 
D
Aldrich Chemie GmbH Taufki
bezogen und hatten p.a.-Qualität. Für die schnelle Aufzucht von Bakterien 
B
verwendet: K
Dextrose 2g, NaCl 5g, D iu sp .5 e Mischung von Methylestern bakterielle
Säuren wurde von Supelco (Deisenhofen, Deutschland) gekauft. Me
C
N-trimethyl
GmbH (Langerwehe, Deutsch
Reinhe um Trocknen der Proben entsprac
R
(Krefeld, Deutschl
frisch vorbereitet in eine
Anlage, ultra-filtriert durch e e  µ po -Filter (Gelman Sciences
PQ,Canada). Für HPLC Trennungen iChrosolv“ Wasser (Merck, Deuts
und „LC-MS Chromasolv“ Aceton (S
Deutschland) verwendet.  
2.1.2 Materialien, Geräte und Software 
 
Gerät         Hersteller 
 
TraceMS (EI/CI-Quadrupol-MS) lectron (Finnigan), Dreieich 
an), Dreieich 
Massenspektrometer 
Thermo E
LCQ (ESI-IonTrap-MS) Thermo Electron (Finnig
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GC-System 
Gaschromatograph TraceGC Thermo Electron (Finnigan), Dreieich 
utosampler AS2000 Thermo Electron (Finnigan), Dreieich 
), Waldbronn 
n 
aldbronn 
oncentrator 5301      Eppendorf, Hamburg 
Wehingen 
 
ntrator Rotavapor RE111   Büchi, Flawil (Schweiz) 
mpe     Vacuubrand, Wertheim 
Heizblock c, Redhill Surrey, 
(UK) 
 Feinmechanische Werkstatt, Universität 
   
Mixer IKAMAG RH     Janke&Kunkel / IKA, Staufen 
Helium-Reinigungssystem Gas-Clean  Varian, Darmstadt 
A
 
HPLC-System 
Binäre Pumpe HP1100    Agilent (Hewlett Packard
Online Entgaser HP1100    Agilent (Hewlett Packard), Waldbron
Autosampler HP 1100     Agilent (Hewlett Packard), W
 
Aufkonzentrator (SpeedVac) 
C
 
Zentrifugen 
    Eppendorf, Hamburg 5417 C und 5810 R  
Z383K       Hermle, 
 
Schüttler 
Ceromat BS-1 und Ceromat R   B.Braun Biotech, Melsungen 
KL2C Otto (Edmund Bühler) Hechingen 
 
Sonstige Geräte 
pH-Meter 766 Calimatic     Knick, Berlin 
pH-Elektrode Typ Nr. 6280    Schott-Geräte, Hofheim 
Spektralphotometer Ultrospec 2000 Pharmacia,Uppsala (Schweden) 
Rotorkonze
Membranpu
Reinstwasseranlage Seralpur Delta UV  Seral, Ransbach-Baumbach 
Analysenwaage FA-210-4     Faust, Köln 
Laborwaage SBA 52     Scaltec, Heiligenstadt 
Bibby/Stuart Scientifi
Aufsatz zum Trocknen mit Stickstoff
zu Köln 
Ultraschallbad Sonorex RK100H   Bandelin, Berlin 
Temperierbad IKA TS2 Janke&Kunkel / IKA, Staufen 
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Mikromixer (Vortex) Reax Top und Reax2000 Heidolph Instr., Schwabach 
Filtereinsatz 30mL mit  
e 
( nisch
t) 
   SGE, Darmstadt 
S) 
  Hersteller 
100-160µm Filterplatte    Carl Roth, Karlsruh
 
GC-Spritzen 10µL mit 70mm Nadel ko ) 
und 5µL mit 50mm Nadel (abgeschräg  SGE, Darmstadt 
LC-Spritze 100µL  
LC-Spritze 250µL     Unimetrics, Shorewood (U
Pipetten       Eppendorf, Hamburg 
 
Materialien    
 
Chromatographische Säulen 
GC-Säule 
m×0.25mm×0.25µm   J&W Scientific, Folsom (CA) 
5µ C18 henomenex, Aschaffenburg 
S)4×3.0mmID
ilcosleeve 120.0×2.0ID×2.75OD mm  Restek, Bad Homburg 
2. D×2.9 OD mm 
ieich 
epten 
ograp ie, 
hermolite 12.5mm und 17mm   Restek, Bad Homburg 
(UK), Kupfer, 
eaktivierte Glaswatte     Restek, Bad Homburg 
8mL N8-1 
ographie, Langerwehe 
DB5ms 30
 
PLC-Saülen H
TSKgel Amide-80 2.0mm×250mm×5µm  Tosohaas, Stuttgart 
Aqua 2.0mm×250mm,   P
SecurityGuard C18(OD   Phenomenex, Aschaffenburg 
 
GC-Liner 
S
Glas 120.0× 0I 5   Restek, Bad Homburg 
Glas 105.0×5.0ID×8.0ODmm Thermo Electron (Finnigan), Dre
 
S
Für Gaschromat h     
T
Für Probengläser, 8-ST 101 Chromacol, Herts 
Pfungstadt 
 
Sonstige Materialien 
D
Probengläser 1.    Macherey-Nagel, Düren 
Mikroeinsatz G30s CS-Chromat
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Schraubkappen 8-SC Chromacol, Herts (UK), Kupfer, 
entrifugenröhrchen 29×103mm 253205  Herolab, Wiesloch 
48.1 
eaktionsgefäße 2mL, 1.5mL, 0.5mL  Eppendorf, Hamburg 
it Sicherheits- und Schraubverschluß  Biozym, Hess. Oldendorf 
 und 50mL 
.45µm Porengröße   
riere  Acrodisc 
ilter für Wasser Supor DCF Gelman Sciences Inc., Montreal 
(Canada) 
Pfungstadt 
Z
DURAN 7mL Glasröhrchen12×100mm K2
mit gasdichtem Schraubverschluss   Carl Roth, Karlsruhe 
R
Reaktionsgefäße 2mL  
m
Falcon-Gefässe 15mL   Eppendorf, Hamburg 
Filter für Zellen Supor-450 25mm,   Pall, Dreieich 
0
Filter zum Sterilfilt n   Pall, Dreieich 
F
 
Software (Hersteller)   Beschreibung 
 
Xcalibur 1.2    Instrumentensteuerung und Datenaufname  
(Finnigan), Dreieich) Daten  
-einfache manuelle Auswertung von LC- und GC-MS 
MDIS 2.1    automatische qualitative Auswertung  
NIST,Gaithersburg,USA)  von GC-MS Daten, Aufbau der MS-Bibliothek 
      http://chemdata.nist.gov/mass-spc/amdis/
(Thermo Electron  Verwendet für: 
-quantitative Auswertung von GC-MS 
  
    Daten 
 
A
 (
 
MS-Search 1.7   Aufbau der MS-Bibliothek  
 
MS-Search 2.0   Identifikation von unbekannten 
(NIST,Gaithersburg,USA)  Stoffen aufgrund ihrer Massenspektren 
      mit Hilfe von MS-Bibliotheken 
      http://chemdata.nist.gov/mass-spc/amdis/
 
Processing 1-5   Automatische Auswertung von GC-MS 
 (selbst-programmiert)  Daten auf Xcalibur Basis 
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Macros 2, Postprocess2  Umwandlung von Xcalibur-Reports in 
ein übersichtliches Format 
Programiersprachen und Ressourcen 
  Erstellung von Programmen 
isualBasicEditor for Erstellung von Makros in der MS-Office 
Umgebung 
 MS Bibliothek mit ca. 100000 MS-Spektren 
   Stoffwechselkarten 
    http://www.genome.ad.jp/kegg/
 (selbst-programmiert)  
 
VisualBasic 6  
 
Xcalibur Development Kit  Xcalibur-basiertes Entwicklungskit 
 
V
Applications 
 
NIST-MS Library  
 
Datenbanken 
KEGG  
 
 
ChemFinder    Physikalische und chemische 
      Eigenschaften von Metaboliten 
http://chemfinder.cambridgesoft.com/
 
Beilstein    Physikalische und chemische 
   igenschaften von Met   E aboliten 
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2.2 Biologische Methoden 
 
2.2.1. Zellaufzucht 
Wenn nicht anders beschriebe  Corynebakterium glutamicum 
Wildtyp ATCC13 enutzt. Die Zellen wurden auf BHI-Agar in einer Petrischale bei 40C 
aufbewahrt und alle drei Monate auf eine neue Petrischale übertragen. 
 
BHI-Kultur 
Um die Zellen zum aktiven Wachstum zu bringen und die Zellenmenge zu erhöhen, wurde 
ine BHI-Kultur eingesetzt. 
8 Stunden auf einem Schüttler (180rpm) 
edium MM1 verwendet. Die 
usammensetzung dieses Mediums ist in folgender Tabelle dargestellt: 
 
Tabelle 2.1. Zusa setzung des MM1 Medium
Stoff Endkonzentration Bemerkung 
n, wurde für die Experimente
032 b
e
Von der Petrischale wurden die Zellen unter einer Sterilbank mit einem Glasstab in 20mL 
BHI-Medium (37g/L) angeimpft und bei 300C 6-
inkubiert. 
 
Minimalmedium 
Für alle weiteren Schritte wurde das Minimalm
Z
mmen s 
 
   
(NH4)2SO4 5    g/L Stickstoffquelle 
Harnstoff 5    g/L Stickstoffquelle 
K2HPO4·3H2O  2    g/L 
KH2PO4  2    g/L 
   
MgSO4·7H2O 0.25    g/L  
CaCl2 0.01    g/L  
Glukose 20    g/L Kohlenstoffquelle 
   
Biotin 2    mg/L Vitamin H 0.
   
FeSO4.7H2O 28.5    mg/L Spurensalze 
MnSO4.H2O 16.5    mg/L  
ZnSO4.7H2O 6.4    mg/L  
CuSO4.5H2O 0.764    mg/L  
CoCl2·6H2O     mg/L  0.128
NiCl2·6H2O 0.044    mg/L  
Na Mo ·2H O 0.064    mg/L  2 4 2
H3BO3 0.048    mg/L  
SrCl2 0.05    mg/L  
BaCl2·2H2O 0.05    mg/L  
KAl(SO4)2·12H2O 0.028    mg/L  
 21
Material und Methoden 
 
Das Minimalmedium wurde aus verschieden sammengemischt. Zuerst 
cklösung in 947mL des Wasser vorbereitet, auf pH=7 mit 5M 
und autoklaviert. 
Tabelle 2.2. G tocklösung 
Stoff Menge g/947mL 
en Stammlösungen zu
wurde eine Grundsto tilliertem 
KOH eingestellt 
 
runds
(NH4)2SO4 5 
Harnstoff 5 
K2HPO4·3H2O 2 
KH2PO4 2 
 
Als nächstes wurden eine 25g/L MgSO4-Lösung und eine 10g/L CaCl2-Lösung in 
 destilliertem Wasser gelöst und durch ein Sterilfilter filtriert.  
 angesetzt, die mit H2SO4 auf 
H=1 eingestellt und durch einen Sterilfilter filtriert wurde. 
Tabelle 2.3. Spurensalzlösung 
destilliertem Wasser vorbereitet und autoklaviert. 
20 mg Biotin wurde in 100mL
Die Glucose-Lösung (500g/L) wurde durch einen Sterilfilter filtriert. 
Für die Spurensalze wurde eine 1000-fache Stammlösung
p
 
Stoff Menge, g 
FeSO4.7H2O 28.5 
MnSO4.H2O 16.5 
ZnSO4.7H2O 6.4 
CuSO4.5H2O 0.764 
CoCl2·6H2O 0.128 
NiCl2·6H2O 0.044 
Na2Mo4·2H2O 0.064 
H3BO3 0.048 
SrCl2 0.05 
BaCl2·2H2O 0.05 
KAl(SO4)2·12H2O 0.028 
 
Anschließend wurden alle Lösungen in einem Schüttelkolben entsprechend dem 
Zielvolumen zusammengemischt. 
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Tabelle 2.4. Komponenten für die Zusammensetzung des Minimalmediums  
Vol für 100mL Kultur Komponente 
Grundstock-Lösung 94.7mL 
MgSO4-Lösung 1mL 
CaCl2-Lösung 100µL 
Glucose-Lösung 4mL 
Biotin-Lösung 100µL 
Spurensalz-Lösung 100µL 
 
Die Stammlösungen wurden bei 40C aufbewahrt. 
 
Übernachtkultur 
 
Für die Adaptation des Organismus auf die Bedingungen des Minimalmediums wurde eine 
Übernachtkultur eingesetzt. 
Dafür wurden 2-3mL der inkubierten BHI-Kultur in 10-30mL Minimalmedium überimpft und 
bei 300C über Nacht auf einem Schüttler (180rpm) inkubiert. 
 
Hauptkultur  
 
Die MM1-Hauptkultur wurde mit  der Übernachtkultur so angeimpft, dass sich bei 600 nm 
eine optische Dichte vom 1 ergab. Standardbedingungen für Schüttelkolben-Fermentation 
waren 300C, mit ungehinderter Luftzufuhr, wobei die Schüttelgeschwindigkeit 180rpm 
betrug. Das Wachstum wurde im Laufe der Fermentation mit Hilfe von OD-Bestimmungen 
verfolgt. 
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2.3 Probenaufarbeitung 
 
Der komplette Probenaufarbeitungsprozess ist in folgendem Fließschema dargestellt: 
 
Abb. 2.1. Fließdiagramm des Probenaufarbeitungsprozesses. 
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2.3.1. Zellenernte 
 
Für die Zellenernte wurden Zentrifugationsgefäße aus Polypropylen mit gasdichtem 
Schraubverschluss ausgewählt, die bei hohen Zentrifugationsgeschwindigkeiten mechanisch 
stabil sind und die folgenden Extraktionsschritte mit organischen Lösungsmitteln in dem 
elben Gefäß zulassen. 
ginnende 
für die stationäre Wachstumsphase) 
urden vom Medium in 50 mL Polypropylen-Zentrifugationsröhrchen durch Zentrifugation (2 
e Zellen schnell resuspendieren zu können, war es hilfreich ein 
ieren erreicht. Abschließend wurden dann weitere 20mL 
.9%iger NaCl-Lösung in das Zentrifugationsröhrchen gegeben und kräftig durchmischt. 
, 12000 g (Festwinkelrotor) bei 300C) 
urde der Überstand verworfen und das Pellet noch einmal wie oben beschrieben gespült. 
s
Die bis zu einer bestimmten OD600 kultivierten Zellen (OD600=4-5 für die be
exponentielle Wachstumphase und OD600=34-35 
w
min, 12000 g (Festwinkelrotor) bei 300C) getrennt. Um später immer die gleiche Menge an 
Bakterien für die Extraktion zu verwenden, wurde vor der Zentrifugation das Volumen der 
Probe anhand der aktuellen OD angepasst. Da das optimale Volumen bei OD600=5  40mL 
beträgt ist das benötigte Probenvolumen wie folgt zu berechnen: 
 
      V(mL)=200/OD 
Der Überstand wurde verworfen. 
 
2.3.2. Waschen der Zellen 
 
Nach dem Abtrennen des Mediums, wurde das Pellet mit 40 mL vorgewärmter NaCl-Lösung 
(300C, 0.9%) schnell und ohne Resuspendieren gespült und die Spüllösung wurde 
verworfen. Dieser Schritt dient zur Entfernung von Medienresten. Das Waschen der Zellen 
wurde ebenfalls mit 40mL dieser 0.9%igen NaCl-Lösung durch Resuspendieren der Zellen 
durchgeführt. Um di
Stäbchen zu benutzen und zuerst nur 20mL der Waschlösung zu nehmen. Dadurch wurde 
ein effizienteres Resuspend
0
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (2 min
w
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2.3.3. Anfängliche Extraktionsmethode 
 
Als Basis für die Entwicklung einer neuen Methode zur Messung intrazellulärer Metabolite 
wurde die Strategie für die Untersuchung des pflanzlichen Metaboloms übernommen [22, 
3]. 
.3.3.1 Extraktionsvorgang, wenn sowohl die polaren als auch die lipophilen 
urden 50µL 0.2g/L 
wurde in ein Heizbad gestellt und dort für 15min bei 700C inkubiert, wobei 
ie Extraktion polarer Metabolite stattfand. Nach der Zentrifugation bei 12000g für 5min 
ß mit gasdichtem Schraubverschluss überführt 
nd geschlossen. Das Pellet wurde mit 750µL Chloroform resuspendiert und lipophile 
rfen. Zu dem Gemisch wurden 1.4mL Wasser gegeben. Durch häftiges 
on der Chloroform-Phase wurden 700µL in ein 7mL Glasgefäß mit gasdichtem 
für 4 Stunden in einem 
eizblock inkubiert. Nach dem Abschluss der Reaktion wurde die Lösung 2 mal mit 4mL 
 (extrahiert). Dazu wurden 4mL Wasser zugegeben, das Gefäß für 2min 
eschüttelt (Vortex) und für 5min bei 4000rpm zentrifugiert. Das Wasser wurde jedes Mal mit 
2
 
2
Metabolite untersucht werden (primäre Methode) 
 
Das Pellet wurde mit Hilfe einer 1mL Eppendorfpipette in 1.4mL Methanol resuspendiert und 
vollständig in ein 2mL Eppendorfgefäß überführt. Als interne Standards w
Ribitollösung und 50µL 2g/L Nonadekansäuremethylester in Chloroform zugegeben. Das 
Eppendorfgefäß 
d
wurde der Überstand in ein 7mL Glasgefä
u
Metabolite bei 350C (5min) extrahiert. 
Das Eppendorfgefäß wurde 5min bei 14000g zentrifugiert, der Überstand – vorsichtig und 
möglichst ohne Pellet – mit dem methanolischen Extrakt in dem Glasgefäß vereinigt. Das 
Pellet wurde verwo
Durchmischen (5 min Vortex) fand die flüssig-flüssig Extraktion statt, wobei sich die 
Metabolite gemäß ihrer Polarität zwischen der wässrigen und der Chloroform- Phase 
verteilen. Anschließend wurden die beiden Phasen durch Zentrifugation (15min, 4000rpm) 
getrennt. Von der Methanol-Wasser-Phase wurde 1mL in ein 1.8mL Probenglas zum 
Trocknen überführt.  
V
Schraubverschluß überführt. 
 
2.3.3.2 Transmethylierung der unpolaren Phase 
 
Zu der Chloroform-Phase wurden 900µL Chloroform und 1mL Methanol mit 3%(Vol.) H2SO4 
gegeben. Das Gefäß wurde fest geschlossen und bei 1000C 
H
Wasser gewaschen
g
einer Pasteuerpipette entnommen und verworfen. Zu der verbliebenen Chloroform-Phase 
26 
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wurde eine Spatelspitzen Na2SO4 zum Trocknen gegeben und das Gefäß mit der Probe 
leicht geschüttelt. Nach dem Sedimentieren des Na2SO4 (5 Min stehenlassen) wurde die 
flüssige Phase vorsichtig in ein Probenglas überführt und war damit für weitere 
ie 1.8mL Probengläser mit den methanolischen Extrakten polarer Metabolite wurden in 
einen Heizblock mit Aufsatz für das Abblasen gestellt und die Flüssigkeit bei 300C unter 
ngig vom Probenvolumen - 
bgedampft. Die Vollständigkeit des Trocknes wurde optisch kontrolliert. 
verschlossen. Die Derivatisierung fand über 90min bei 300C auf einem Schüttler 
ei 250rpm statt.  
erfolgte über 30min bei 37 C auf 
einem Schüttler bei 250rpm. Anschließend wurde die Probe zur Komplettierung der Reaktion 
ei Raumtemperatur für weitere 2 Stunden inkubiert. 
Gaschromatographie. Dafür wurden je 20µL von Dekan (C10H22), Dodekan(C12H26), 
Aufkonzentrierungs- und Derivatisierungsschritte vorbereitet. 
 
2.3.3.3 Aufkonzentration mittels eines Stickstoffstroms 
 
D
einem leichten Stickstofffluß für ungefähr 30min - abhä
a
Unter gleichen Bedingungen wurde die unpolare Phase nach der Transmethylierung 
aufkonzentriert. 
 
2.3.3.4 Derivatisation der polaren Phase 
 
Zuerst wurden die Proben methoxymiert. Dafür wurden zu der getrockneten Probe 50µL 
einer Pyridinlösung von Methoxyaminhydrochlorid (20mg/mL) zugegeben. Das Probenglas 
wurde fest 
b
Dem ersten Derivatisierungsschritt folgte eine Silylierung mit MSTFA (N-methyl-N-
trimethylsilyltrifluoroacetamid). Zu der Probe wurden 80µL MSTFA gegeben, das Probenglas 
wurde wieder fest verschlossen und die Derivatisierung 0
b
 
2.3.3.5 Derivatisation der unpolaren Phase 
 
Zu der bis auf 60µL aufkonzentrierten Probe wurden 10µL Pyridin und 10µL MSTFA 
gegeben. Das Probenglas wurde fest verschlossen und die Probe wurde bei 370C auf einem 
Schüttler bei 250rpm für 30min inkubiert. Anschließend wurde die Probe zur Komplettierung 
der Reaktion bei Raumtemperatur für 2 Stunden stehen gelassen. 
 
2.3.3.6. Alkanmix 
 
Dem Derivatisierungsprozess folgte die Zugabe eines Zeitstandard-Mixes für die 
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Pentadekan(C15H32) und je 20mg von Nonadekan(C19H40), Docosan(C22H46), 
Oktakosan(C28H58), Dotriakontan(C32H66) und Hexatriakontan(C36H74) in 10mL Cyklohexan 
n.  
Anschließend wurden die Proben heftig gemischt (Vortext) und in Probengläser mit Inserts 
entrifugationsgefäßen der 
nterworfen. Zu jeder Pro den 3mL Methanol und als interner Standard 50 
g/L) gegeben und das Pellet resuspendiert (Vortex). Danach wurden 
r 15 min im Ultrascha bei 650C behandelt, wobei überwiegend polare 
erden. 
den die Proben be in zentrifug  mL 
en und in gasdichte, 1.8mL Probenglä Schraubverschluss 
wenn sow polaren als auch die lip
den (erhöhtes Meth men und Chlorofo men für die 
ffizientere Extraktion der Metabolite) 
en Methode um den Faktor 1.2 reduziert V(ml)=167/OD. Nach dem Waschen 
µL Methylnonadecanoat 
 Chloroform (2g/L) zugegeben. Nach dem unter 2.3.4 beschriebenen Extraktionsvorgang 
 Nach der Zentrifugation bei 
4000g für 5min wurde der Überstand in ein 2mL Eppendorfgefäß umpipettiert und erneut 
ei 14000g für 5min zentrifugiert und der Überstand mit dem methanolischen Extrakt 
ereinigt. Nach Zugabe von 2.5 ml Wasser fand die flüssig-flüssig-Extraktion wie unter 
.3.3.1. beschrieben statt. Anschließend wurden die beiden Phasen durch Zentrifugation 
zusammengemischt. Von dieser Lösung wurden zu jeder Probe 20µL gegeben.  
Alternativ wurde eine 10-fach konzentrierte Lösung vorbereitet und von dieser nur 2µL zu 
jeder Probe gegebe
für kleine Volumen umpipettiert. 
 
2.3.4. Optimierter Extraktiosprozess für polare Metabolite 
 
Die Zellen wurden nach dem Waschen in den gleichen Z
Extraktion u be wur
µL Ribitol-Lösung (0.2 
die Proben fü llbad 
Metabolite extrahiert w
Anschließend wur i 14000g für 5m iert, vom Überstand 1
des Extraktes abgenomm ser mit 
überführt. 
 
2.3.5. Extraktionsvorgang, ohl die ophilen Metabolite 
untersucht wur anolvolu rmvolu
e
 
Bei dieser Methode wurde die Zellenmenge bei der Ernte gegenüber der zuvor 
beschrieben
wurden nur 2.5mL Methanol und 50µL Ribitollösung (0.2g/L) und 50
in
und anschließender Zentrifugation bei 14000g für 5min wurde der Überstand in ein 7mL 
Glaßgefäß umpipettiert und das Glaßgefäß geschlossen. Das Pellet wurde mit 1340 µL 
Chloroform resuspendiert und bei 370C für 5min extrahiert.
1
b
v
2
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(15min bei 4000rpm) getrennt. Von der Methanol-Wasser-Phase wurden 1800mL 
ntnommen und in ein 1.8mL Probenglaß zum Eindampfen überführt. 
ssung der Methoden 2.3.5 und 2.3.6 
arameter 2.3.5 2.3.6 
e
Von der Chloroform Phase wurden 1250µL entnommen und in ein 7mL Glaßgefäß mit 
gasdichtem Schraubverschluß überführt. Alle weiteren Schritte fanden wie unter 2.3.3.1 
beschrieben statt. 
2.3.6. Optimierter Extraktionsvorgang für polare und apolare Metabolite  
 
Bei dieser Methode wurde die Zellenmenge bei der Ernte um den Faktor 2 reduziert 
V(ml)=100/OD. Die Aufarbeitungsprozedur entspricht (2.3.5) mit folgenden Unterschieden: 
 
Tabelle.2.5. Kurze Zusammenfa
P
Methanol (Extraktion) 2.5mL 700µL 
Ribitollösung 50µL 25µL 
Methylnonadecanoat 50µL 25µL 
Methanol-Extrakt 7mL Glaßgefäß 2mL Eppendorfgefäß 
Chloroform (Extraktion) 1340µL 375µL 
Chloroform-Extrakt 2mL Eppe ndorfgefäß ndorfgefäß 0.5mL Eppe
Wasse .5mL 700µL r (Phasentrennung) 2
polare Phase 500µL 1800µL 
lipophile Phase  350µL 1250µL
 
Alle weiteren Schritte fanden wie unter 2.3.3. rieben statt mit der Ausnahme, dass 
das Probenvolumen und das Volumen von weiteren Reagenzien 2-fach reduziert wurde. 
 
2.3.7. Eindamp  der Proben m  Spee
 
Die 1.8mL Probengläser mit methanolischen et  einem 
Speedvac-Konzentrator innerhalb von ca. 4 Stunden abgedampft. Dabei wurde ein 
orgegebenes P gramm für alkoh e Lösun   
1 besch
fen it dem dvac-Konzentrator 
Extrakten polarer M
gen benutzt.
abolite wurden in
v ro olisch
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2.3.8. Probenaufarbeitung in Mikromaßstab (nur polare Metabolite) 
 
Die Zellenernte gleicht dem oben beschriebenen Prozess im Makromaßstab, das 
Probenvolumen wurde jedoch 30-fach reduziert V(mL)=6.7/OD. Die Zellen wurden vom 
 Reaktionsgefäß für 2min bei 12000g getrennt, mit 1.5 mL 0.9%NaCl-
L dieser Lösung resuspendiert, bei 12000g für 2min zentrifugiert und 
bschließend mit 1.5mL der Lösung gespült. Die Extraktion fand im gleichen Reaktionsgefäß 
 (20mg/ml) 
nd 8µL MSTFA derivatisiert. 
sätzlichen 
Medium in einem 2mL
Lösung gespült, in 1.5m
a
statt. Dazu wurden 500µL Methanol zugegeben, das Pellet resuspendiert und die Proben im 
Ultraschallbad für 15min bei 650C inkubiert. Nach der Extraktion und der Zentrifugation 
(14000g, 5min) wurde der Überstand in ein neues Probenglas überführt, eingedampft und 
dann die getrocknete Probe mit  5µL Methoxyaminhydrochlorid-Lösung in Pyridin
u
 
2.3.9. Extraktionsmethoden zur Ermittlung der Vollständigkeit der initialen Extraktion. 
Die Proben wurden wie unter 2.3.4 beschrieben ohne Zugabe von Ribitollösung extrahiert.  
 
Tabelle 2.6. Zusammenfassung der Experimente mit verschiedenen zu
Extraktionsschritten. 
Extraktionsschritte 
Probenbezeichnung 1 2 3 
X 
Zellaufschluss und 
Extraktion mit 3mL 
Methanol, 15min 
700C, Ultraschall - - 
A 
wie X, Extrakt 
wurde 
verworfen 
3mL Methanol, 
15min 
700C, Ultraschall - 
B wie A 
3mL Methanol, 
15min  
Raumtemperatur - 
C wie A 
3mL Wasser, 15min 
Raumtemperatur - 
D wie A 
3mL Methanol, 
15min  
Raumtemperatur, 
Extrakt wurde 
verworfen 
3mL Methanol, 
15 min  
Raumtemperatur 
 
Für jede Probenart wurde eine Dreifachmessung durchgeführt. Für die Proben (A) wurde der 
erste Extrakt verworfen. Nach der Zugabe von 3mL Methanol und anschließendem 
Resuspendieren des Pellets wurde die Extraktion nach 2.3.4 wiederholt. Für die Proben (B) 
wurde eine zusätzliche Extraktion ohne Ultraschall bei RT für 15min durchgeführt. Für die 
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Proben (C) wurde eine zusätzliche Extraktion ohne Ultraschall bei RT mit 3mL Wasser für 
15min durchgeführt. Die Proben (D) wurden mit dem gleichen Vorgang wie beiden Proben 
) zweimal extrahiert. Anschließend wurden alle Proben in 1.8mL Glasgefäße überführt und 
tollösung wurde zugegeben. 
ung möglichst schnell zu blockieren, wurden 
 Dies sollte mit Hilfe von unter 00C gekühlten 
Alkohol- Wasser Gemischen mit verschiedenem Alkoholgehalt erreicht werden.  
ariante 1 
er Versuch wurde mit Hilfe eines Trockeneisbades durchgeführt. Die Temperatur wurde 
ährend des Experiments kontrolliert. 
2mL Bakteriensuspension (OD600=8.5) wurden mit 3mL Methanol (-750C) gemischt 
nd die Zellen über einen Filter (Super-450, Porengröße 
0.45µm) vom Medium abgetrennt. Das Methanol wurde in einem Trockeneisbad (CO2-Bad) 
 ebenfalls im Trockeneisbad konstant gekühlt. Die Zellen wurden 
uf dem Filter mit 3×1mL 60% Methanol (-500C) gewaschen. Der Filter mit den Zellen wurde 
entfernt, rund gefaltet (Zellen nach innen) und 
 ein 2mL Eppendorfgefäß überführt. Die Zellen wurden mit 500µL Methanol vom Filter 
(B
12.5 µL Ribi
2.3.10. Quenching 
 
Um den Metabolismus bei der Zellaufarbeit
Versuche unternommen biochemische Reaktionen durch eine rasche 
Temperaturerniedrigung zu verlangsamen.
 
V
 
20mL Probe wurde bei der Probennahme mit 20mL einer vorgekühlten (–500C) Lösung von 
60% Methanol und 40% 90mM KH2PO4/K2HPO4 gemischt (Endkonzentration 30% Methanol) 
und bei 4500 rpm und –90C für 5min zentrifugiert. Nach dem Abtrennen des Mediums 
wurden die Zellen mit 35mL einer 30%igen methanolischen Lösung mit 0.9% NaCl 
gewaschen und bei 4500rpm zentrifugiert. Weitere Aufarbeitungsschritte wurden wie bei 
2.3.4 durchgeführt. 
 
Variante 2 
 
D
w
(Endkonzentration 60% Methanol) u
vorgekühlt. Der Filter wurde
a
aus dem Filtereinsatz mit Hilfe einer Pinzette 
in
gewaschen. Zu der Probe wurden 1mL Chloroform und 400µL Wasser gegeben. Die Zellen 
wurden bei –800C für 60min kalt extrahiert. Der Extrakt wurde bei 7000rpm und –90C für 
3min abgetrennt und in ein Reagenzglas dekantiert. Das Pellet wurde erneut kalt extrahiert 
und mit dem ersten Extrakt vereinigt. Die Probe wurde bis auf 2mL eingeengt, in ein 
Eppendorfgefäß überführt und unter Stickstoffstrom bei 00C getrocknet. Die weitere 
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Aufarbeitung folgte dem für den Mikromaßstab beschriebenen Prozess (2.3.8.) mit 7.5µL 
Methoxyaminhydrochlorid-Lösung und 7.5µL MSTFA.  
en in einem 15mL-Falcongefäß mit 3mL Methanol (-750C) 
ndkonzentration 60% Methanol) gemischt. 
alcongefäße wurden in größere 50mL-Falcongefäße, die mit Trockeneis gefüllt 
aren, bei 7000 rpm für 2min zentrifugiert. 
 
Variante 3 
 
Der Versuch wurde mit Hilfe eines Trockeneisbades durchgeführt. 2mL Bakteriensuspension 
(OD600=8.5) wurd
(E
Die 15mL-F
w
 
Abb. 2.2. Einsatz für ultrakaltes Zentrifugieren. 
r 60min wurde 
ine kalte Extraktion durchgeführt. Der Extrakt wurde bei 7000rpm und –90C für 3min 
zentrifugiert und in ein Reagenzglas überführt. Das Pellet wurde erneut kalt extrahiert und 
einigt. Die Probe wurde bis auf 2mL eingeengt, 
 ein Eppendorfgefäß überführt und unter Stickstoffstrom bei 00C eingedampft. Die weitere 
 
Danach wurden die Zellen mit 2mL Methanol (-750C) gewaschen und wieder auf Trockeneis 
zentrifugiert und abschließend mit 2mL Methanol (-750C) ohne Resuspendieren gespült. Die 
Zellen wurden in 2mL 50%igem, kaltem Methanol resuspendiert. Bei -800C fü
e
der Überstand mit dem ersten Überstand ver
in
Aufarbeitung folgte dem für den Mikromaßstab beschriebenen Prozess (2.3.8.) mit 7.5µL 
Methoxyaminhydrochlorid-Lösung und 7.5µL MSTFA.  
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2.4. Gaschromatographie 
2.4.1. Einspritztechniken 
 
PTV (programmed temperature vaporizer) 
 
Es wurde mit leeren Silcosleeve- oder Glas-Injektorröhrchen (liner) und zur Verbesserung 
der Reproduzierberkeit bei quantitativen Messungen mit Glaswatte befülltem Glaslinern 
gearbeitet. Dafür wurde ein kurzer ca. 1cm langer Pfropf der Glaswatte 7-8cm tief in den 
Liner eingeschoben. Der Liner wurde in ein Reagenzglas mit Stopfen gestellt und so mit 
200µL MSTFA befüllt, dass die Glaswatte benetzt wurde und anschließend 30min bei 700C 
inkubiert. Danach wurde der Liner in den Injektor eingebaut und für 2 Stunden unter
Die Probe wurde durch einen Autosampler mit einer 10µL SGE-Spritze mit einer 80mm 
ng wurde die Spritze mit 
 5×8µL Cyclohexan und 1×8µL Probe gespült und nach jeder Einspritzung mit 5×8µL 
benvolumen wurde das Spülvolumen 
uf 2µL reduziert. 
Der Heliumfluss betrug 1mL/min, der Splitfluss betrug 25mL/min. 1µL oder 2µL Probe 
zt und das Lösungsmittel innerhalb von 
.2min abgedampft. Zur Übertragung der Probe auf die Säule wurde die Temperatur mit 
einer Geschwindigkeit von 140Cs-1 bis auf 2800C erhöht und 2min bei dieser Temperatur 
PTV Splitless 
ei Splitlessinjektionen wurden 0.5 µL oder 1µL der Probe bei den oben beschriebenen 
itlesszeit 0.7min betrug. 
 
1mL/min Heliumfluss bei 3000C ausgeheizt. 
langen Nadel (Einstichtiefe 51mm) eingespritzt. Vor jeder Einspritzu
je
Acetonitril. Für Mikroproben mit insgesamt 13µL Pro
a
 
PTV Split  
 
wurden in den PTV-Injektor bei 700C eingesprit
0
gehalten. 
 
 
B
Bedingungen für Splitinjektionen eingespritzt, wobei die Spl
 
Split- und Splitlessinjektionen mit SSL Injektor 
 
Es wurden 2µL der Probe manuell mit einer SGE-Spritze (51mm Nadel) in den auf 2500C 
geheizten SSL-Injektor eingespritzt. Vor jeder Einspritzung wurde die Spritze mit je 5×5µL 
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Cyclohexan und 1×5µL Probe gespült und nach jeder Einspritzung mit 5×5µL Acetonitril 
gespült. Der Heliumfluss betrug 1mL/min und der Splitfluss betrug 25mL/min. 
 
2.4.2. Trennsäule und Temperaturprofile  
ie chromatographische Trennung wurde auf einer 0.25mm×0.25µm×30m DB5ms Säule bei 
 und war für die nächste 
inspritzung bereit. 
 
 
D
einem Heliumfluss von 1mL/min durchgeführt. Der Heliumfluss wurde digital kontrolliert. 
Dafür wurde vor der Messung eine  „Column Evaluation“ durchgeführt. Die 
Anfangstemperatur bei der Einspritzung betrug 700C. Nach einer einminutigen Isotherme 
wurde die Ofentemperatur mit einer Geschwindigkeit von 10Cmin-1 bis auf 760C erhöht und 
dann mit 60Cmin-1 bis auf 3250C. Die Endtemperatur wurde für 10min gehalten. 
Anschließend wurde der Ofen wieder bis auf 700C abgekühlt
E
 
Abb. 2.3. Temperaturprogramm für die GC (Standardgradient) 
2.4.3. Temperaturprofile für Hochgeschwindigkeitsmessungen 
 
Das Temperaturprogramm wurde wie folgt geändert: 
atur bei der Einspritzung betrug 700C. Nach einer einminütigen 
entemperatur mit einer Geschwindigkeit von 10Cmin-1 bis auf 760C 
rhöht und dann mit 120Cmin-1 bis auf 3250C. Diese Temperatur wurde für 5min gehalten.  
 
Die Anfangstemper
Isotherme wurde die Of
e
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Abb. 2.4. Temperaturprogramm für die schnelle GC.  
.5. Massenspektrometrie (Kopplung GC-MS) 
r EI –Modus bei 70eV gewählt. 
ie Optimierung der Betriebsparameter wurde gemäß der Bedienungsanleitung für das 
 
ingestellt. Die Detektorspannung wurde auf 350V für normale Analysen und auf 500V für 
ysen eingestellt. Die den vollständigen Massenbereich 
en wurden von 45 bis 585amu bei einer 
ufnahmegeschwindigkeit von 2 Scans/s aufgenommen. Die „Solvent delay“-Zeit betrug 
.5.2. CI+ (Chemische Ionisation) 
. 
e alternativ die chemische Ionisation (CI+) gewählt. Diese 
urde mit einer universellen EI/CI-Ionisationsquelle durchgeführt. Als CI-Gas wurde 
 
2
 
2.5.1. EI (Elektronen-Ionisation)  
 
Für die Ionisation wurde de
D
Instrument mit Perfluorotri-N-butylamin als Referenzgas durchgeführt. Die 
Quellentemperatur wurde auf 2200C und die Temperatur für die Transfer-Line auf 2500C
e
hochempfindliche Spurenanal
abdeckenden Massenspektr
A
6.2min. Der Emissionsstrom betrug 150 µA. 
 
2
Für einige Experimente wurd
w
Isobutan verwendet. Der CI-Gasdruck wurde am Ausgang der Gasflasche gemessen und 
auf 0.35kg/cm2 eingestellt. Das Optimieren der Betriebsparameter wurde gemäß der 
Bedienungsanleitung für das Instrument durchgeführt. Der Emissionsstrom wurde auf 350µA 
eingestellt, alle anderen Parameter entsprachen dem EI-Modus. 
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2.5.3. Hochgeschwindigkeitsmessungen 
 
Die Aufnahmegeschwindigkeit des Massenspektrometers wurde auf 4 Scans/s erhöht.  
Ionisationsquelle 
le wurde auseinander genommen und die Linsen sorgfältig mit einer 
– Suspension poliert. Die Arbeitsobe es Repellers wurden auf 
reinigt. Alle gereinigten Teile  
it destilliertem Wasser g pülen folgte eine fünfminütige 
t Methanol im Ultraschal as Entfetten mit Chloroform oder 
high performanc  chromatography - mass 
S (hydrophilic interaction chromatography - mass spectrometry ) 
ei der Analyse wurde eine HILIC-TSKgel-Amide-80 Säule der Maße 2.0mm×250mm×5µm 
tet. 
geschlossen. 
en Parameter waren: 
 gas 0.8L/min (60Units) 
ltage 5kV 
perature 2500C 
 collision energy 35% 
spektren wurden als Full-Scan en von 150 bis 2000amu bei 1amu 
genommen. Die MS e wurden im Depending-Scan-
Messmodus durchgeführt, der Wideban n-Parameter wurde auf „Off“ 
 
2.5.4. Reinigung der 
 
Die Ionisationsquel
Al2O3 rfläche des Traps und d
gleiche Weise ge  wurden sorgfältig mit Leitungswasser und
anschließend m espült. Dem S
Behandlung mi lbad und d
Dichlormethan.  
 
2.6. HPLC-MS ( e liquid
spectrometry) 
 
2.6.1. HILIC-M
 
B
verwendet. Die mobile Phase bestand aus Actonitril (B) und 6.5mM Ammoniumacetat (A), 
das mit Essigsäure auf pH5.5 eingestellt wurde. Die Chromatographie wurde bei einem 
Fluss der mobilen Phase von 0.15mL/min durchgeführt. Verschiedene Gradienten von 0% A 
bis maximal 55% A über die Dauer eines Gradients von insgesamt 70min wurden getes
 
Die HPLC-Säule wurde über ein ESI-Interface ohne Split an das LCQ-MS an
Die ander
- Sheath
- Spray vo
- Capillary tem
- Normalized
 
Die Massen -Spektr
2Massengenauigkeit auf -Experiment
d-activatio
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umgeschaltet. Die Kollisionsenergie betrug 3 rend der Parameter Q - „activation“ auf 
=0.25 eingestellt wurde. 
echner übertragen.  
.7.1. AMDIS-Prozessierung 
MDIS (the 
ctral deconvolution an ion system) mit Hilfe der vorher 
ktrenbibliothek. Diese besteht aus den zwei Dateien Cory4.msl und 
ie Kalibrierung des Retent indexsystems wurde die AlkanmixPTV.csl 
ebaut und benutzt. Als Target ound Library wurde “Cory4.msl” definiert 
ation Library “AlkanmixPTV.csl”. Die optimalen Detektionsparameter sind in 
n Tabelle aufgelistet: 
abelle 2.7. Optimierte Einstellungen für AMDIS Processing. 
5% wäh
Q
 
Die mit Methanol extrahierten und getrockneten Proben wurden in 500µL Acetonitril:Wasser 
1:1(Vol.) gelöst und 10 bis 100µL der gelösten Probe wurden mit dem Autosampler injiziert. 
 
2.7. Datenauswertung 
 
Die die Rohdaten der GC-MS-Messung enthaltenden Dateien mit der Erweiterung  „.RAW“ 
wurden für jedes Experiment in einem gemeinsamen Ordner gesammelt und auf den 
Auswertungsr
 
2
 
Die qualitative Auswertung der Messdaten erfolgte mittels des Programms  A
automated mass spe d identificat
aufgebauten Massenspe
Cory4.CID. Für d ions
Bibliothek aufg  Comp
und als RI Calibr
der folgende
 
T
Parameter Einstellung 
Minimum Match Factor 50 
Multiple Identifications per Compound Ja 
Show standards Ja 
Use Retention Index Ja, Nonpolar 
RI window 5+0 
Level Very Strong 20 maximum 
Low m/z, High m/z Ja, Auto 
Threshold Off 
Scan Direction Low to High 
Data File Format Xcalibur Raw File 
Instrument Type Quadrupole 
Component width 12 
Omit m/z Nein 
Adjacent Peak Substraction Two 
Resolution High 
Sensitivity High 
Shape Requirements Medium 
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Target Compound Library Cory4.msl 
RI Calibration Library AlkanmixPTV.csl 
Internal Standard Library Nicht nötig 
RI Calibration Data Irgendein File mit .CAL, z.B Onsite.Cal 
Solvent Tailing Ja m/z 84 
Column Bleed Ja m/z 207 
 
Kalibration des Retentionsindex-Systems 
iment geöffnet. Die Art der Analyse 
uf RI Calibration/Performance umgestellt, die Settings gespeichert und die Analyse 
le sind die Sollwerte für die einzelnen Zeitstandards aufgelistet: 
 Alkangemisch und erwartete Retentionszeiten für die einzelnen Alkane.  
Ungefähre Retentionszeit, min 
 
Zuerst wurde ein beliebiger .RAW-File aus dem Exper
a
gestartet. Nach diesem Lauf wurde die Richtigkeit der gefundenen Zeitstandards kontrolliert. 
In der folgenden Tabel
 
Tabelle 2.8.
Standart 
Dekan 5-6 
Dodekan 12-13 
Pentadekan 19-20 
Nonadekan 26-28 
Dokosan 31-33 
Oktakosan 39-41 
Dotriakontan 43-45 
Hexatriakontan 47-49 
 
Beim Auftreten eines Identifizierungsfehlers bei der Detektion der Alkane, wurden die 
betroffenen Alkane im Chromatogramm manuell gesucht und in die Bibliothek 
lkanmixPTV.csl eingetragen, die alten Einträge wurden dabei gelöscht. Danach wurde die 
Analyse erneut durchgeführt. 
utomatische Auswertung mehrerer Files 
 
A
 
A
Der Parameter unter „Settings-Type of analysis“ wurde auf „Use RI Calibration Data“ 
umgestellt und gespeichert. Vor einem neuen Analysedurchlauf wurde eine Ausführungsliste 
vordefiniert.  
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Tabelle 2.9. Einstellungen in AMDIS bei „batch job“ Processing von mehreren Dateien. 
Batch Job Parameter Einstellung 
Use RI Calibration Data Ja 
Generate report Ja 
Report all hits Nein 
Report only hits 1 
Instrument Xcalibur Raw Files 
Analysis settings will be taken from AMDIS standard settings 
 
Diese Liste wurde als .job Datei unter dem Namen des aktuellen Experimentes gespeichert 
nd die Analyse gestartet. Der so erzeugte Reportfile war nach der Analyse als Textdatei  
.txt unter dem Namen der .job-Datei im Ordner mit den .RAW-Dateien zu finden.  
 
2.7.2. Weitere  Prozessierung der Daten zur Vorbereitung der Peakquantifizierung mit 
Xcalibur  
 
Der Ausgabefile von AMDIS wurde mit dem Processing Programm eingelesen. Der 
Parameter Delta-RI-Window wurde auf 10 gestellt und Min-MS-Fit auf 50. Am Ende des 
Programmlaufes, wenn nach der optischen Dichte gefragt wird, wurden für jede Probe 
entsprechende Korrekturkoeffizienten eingetragen. Der Korrekturkoeffizient K enthielt die 
optische Dichte OD und verschiedene Verdünnungsfaktoren: 
 
       OD·V1 ·V2 
     K = –––––––– 
             V3
 
  V1- Volumen der Probe in mL; 
  V2- Volumen des für das Trocknen abgenommenen methanolischen Extraktes in mL; 
  V3- Volumen des Methanols für die Extraktion in mL. 
 
Diejenigen Parameter, die für alle Proben in Rahmen eines Experimentes gleich waren, 
wurden auf 1 gesetzt. 
u
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2.7.3. Korrektur der Peakintegration im QuanBrowser von Xcalibur 
 
Nach dem Durchlauf des Programms wurde die automatisch erstellte sample-Liste als .sld 
atei im QuanBrowser von Xcalibur geöffnet. Die Peaks wurden auf die Richtigkeit der 
tegrierten Fläche unter dem jeweiligen Peak geprüft und wenn es nötig war, manuell 
urden in einer .XQN-Datei gespeichert und ein 
ericht wurde als Long-Excel-Report erstellt. Dabei wurde der Ausgabefile in der Microsoft-
rten Daten 
 einer Liste zu bekommen, wurde parallel im Hintergrund das Macros2.xls-Dokument 
eöffnet und das Excel-Macro „Postprocess2“ durchgeführt.  
 
.8. Softwareentwicklung 
D
in
korrigiert. Die korrigierten Parameter w
B
Excel-Umgebung automatisch geöffnet. Um die Zusammenfassung der normalisie
in
g
2
 
2.8.1. Entwicklung eines Programms (“Processing”) für die Postprozessierung der 
qualitativen Ergebnisse von AMDIS für die quantitative Auswertung, basierend auf 
dem Xcalibur Development -Kit 
 
Da die Benutzung von Xcalibur für die Quantifizierung von großen Datenmengen sehr 
erschwert war und darüber hinaus nur in manuellem Betrieb möglich war, wurde 
entschieden auf der Basis des - mit dieser Software mitgelieferten - Entwicklungskits ein 
neues Programm zu entwickeln. Um die Module des Kits einbauen zu können, musste die 
Programmiersprache des Kits -Visual-Basic 6- benutzt werden. Aufgabe des Programms 
war zum einen die automatische Übertagung der Retentionszeiten der von AMDIS 
identifizierten Metabolite in ein Xcalibur-Format zum zweiten sollte das Programm eine 
Bedienungsoberfläche bereitstellen, die es ermöglicht, schnell und einfach auf alle für die 
Quantifizierung notwendigen Parameter zugreifen zu können. Dabei war es wichtig, eine 
Report-Datei zu bekommen, in der auf verständlicher Weise die große Anzahl der Metabolite 
und deren Menge dargestellt werden konnte. Das komplette Fließschema des 
Auswertungsalgorithmus und die Bausteine, die in das zu entwickelnde Programm 
eingebaut werden sollten, ist in Abb 2.5 zu sehen. 
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Abb. 2.5 m der kompletten Dat
 
 Alle Par für die Qua mus 
egration) nötig waren, wurden in einem Textfile unter dem Namen 
„Names&Masses“ zusammengefasst. Als zweite Quellendatei wurde – ebenfalls im 
ry_new.txt“). 
len 
atenbanknomenklatur. Die Zuordnung von 
erivaten zu den entsprechenden Metaboliten wurde ebenso in dieser Datei gespeichert. 
. Fließdiagram enauswertung. 
ameter, die ntifizierung mit dem Avalon-Algorithmus (Grundalgorith
für Peakint
Textformat - eine Matrix mit KEGG Namen eingelesen („AMDIS_KEGG_Libra
Diese dient der Umwandlung von Derivatnamen nach ihrer Summierung in die norma
Metabolitennamen entsprechend der KEGG D
D
 
 
Kurze Beschreibung des Programms 
 
Das Programm wurde in Form eines typischen Windows-Interfaces ausgestaltet. 
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Abb.2.6. Interface des Processing Programms. 
Auf der ersten Stufe wird der AMDIS-Report korrigiert. Zunächst werden die falsch 
urch den Benutzer frei definiert. Da die RI-
chwankungen normalerweise innerhalb von ±3 Einheiten liegen und auch in extremen 
ng 
ro“ 
usgegeben. Auf einer zweiten Stufe greift das Programm auf die Datei „Names&Masses“ 
u, die die Quantifikationsparameter enthält. Aus diesen Parametern und den  
etentionszeiten aus dem korrigierten AMDIS-Report wird eine neue Datenmatrix erstellt 
nd im Textformat unter dem Namen „XCList.pro“ ausgegeben. Diese Datei wird dem 
calibur-Prozessingmodul übergeben, das die Peakdetektion aufgrund der Retentionszeiten 
 
identifizierten Verbindungen entfernt. Als falsch identifiziert wird eine Komponente mit einem 
Retentionsindexwert (RI) (die Formel für RI-Bestimmung ist in 2.8.4 angegeben) außerhalb 
des RI-Fensters definiert. Der Parameter ist d
S
Fällen ±10RI nicht übersteigen, wurde ein Wert von ±10RI als Standardeinstellu
eingeführt. Im Gegensatz dazu weichen fast immer alle falschen Identifikationen deutlich 
stärker als 10RI-Einheiten ab. Alternativ kann ein Schwellenwert für die 
Identifikationsgenauigkeit vordefiniert werden. Dieser entspricht dem Net - Parameter von 
AMDIS. Metabolit-Derivate, die diesen Schwellenwert unterschreiten, werden verworfen. Als 
nächstes wird von allen Derivaten mit gleichem Namen innerhalb einer Probe der Eintrag mit 
dem größten Signal (Total Signal) ausgewählt und die anderen verworfen. Die Position der 
verbliebenden Komponenten im GC-Chromatogramm entspricht dem Peakmaximum und die 
entsprechenden Retentionszeiten können dem Programm Xcalibur übergeben werden. Der 
auf diese Weise korrigierte Report wird im Textformat unter dem Namen „Tables.p
a
z
R
u
X
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und anschließend die Peakintegrierung mit Hilfe des Avalonalgorithmus durchführt. Danach 
it Hilfe des Reportmoduls. In einem 
stellung wird immer der 
aktor 1.0 genommen. Dies ist gültig, wenn die Proben sich nicht voneinander 
tegrierten Flächen der Peaks normalisiert.  
IS
S0- nicht normalisierte Fläche 
SIS- Fläche des internen Standards 
  K- Korrekturkoeffizient (2.7.2) 
_new.txt“ werden alle zu einem Metabolit 
ehörenden Derivate summiert und mit dem entsprechenden KEGG-Namen versehen. 
folgt die Ausgabe der Ergebnisse in eine neue Datei m
Fenster ist der Korrekturfaktor K (2.7.2) einzutragen. Als Standardein
F
unterscheiden. Auf der dritten Stufe werden alle in
 
        S ·1060
     S = –––––– 
       S ·K  
 
  S- normalisierte Fläche 
  
  
 
Mit Hilfe der Datei „AMDIS_KEGG_Library
g
Anschließend werden die folgenden Reports im Textformat ausgegeben: 
 
Tabelle 2.10. Ausgabefiles bei der Datenauswertung. 
Name des Files Beschreibung des Reports 
Results.pro Normalisierte und summierte Flächen 
RawResults.pro Nicht normierte Integrationsflächen 
RawResultsIS.pro nur mit Normalisierung 
OD.pro Liste der Korrekturkoeffizienten 
Errors.pro Alle Fehler der Prozessierung 
FalseID.pro Falsche Identifikationen von AMDIS 
Tables.pro Korrigierter AMDIS-Report 
XCList.pro Quantifikationsparameter und exakte Retentionszeiten 
 
2.8.2. Entwicklung eines Macros in der Microsoft Excel-Umgebung für die 
Normalisierung der Daten der QualBrowser-Reportdatei und deren Umwandlung in 
das Format einer zweidimensionalen Matrix 
 
Nach der Prüfung der Peakintegration und einer eventuellen manuellen Korrektur ist es 
öglich, die Ergebnisse nur im streng definierten Format als Excel-Dokument auszugeben. 
statistische Auswertung die für Metabolomdaten notwendig sind. Das beste Format ist in 
m
Der Report, der vom Xcalibur-QuanBrowser erstellt wird, hat ein sehr unbequemes und 
unübersichtliches Format insbesondere im Hinblick auf weitere mathematische und 
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diesem Sinne eine zweidimensionale Matrix mit den Metabolitnamen auf der Ordinate und 
den Proben auf der Abszisse, wobei das Wertefeld den relatieven Metabolitgehalt enthält.  
 
 
Abb.2.7. Darstellung der Ergebnisse in Form einer zweidimensionalen Matrize. 
ren, wurde 
in Visual Basic-Macro geschrieben. Alle Daten, die für die Matrix nötig sind, werden aus 
cessing-Programm gestaltet.  
 die AMDIS Reportdatei. Die AMDIS-
geführt. Bei den gleichen Einstellungen 
e andere Zielbibliothek benutzt, die nur 
der AMDIS-Prozessierung werden in 
oben 
usammengefasst. Die zweite Quellendatei (Names&MassesRI) enthält die 
etentionsindices und Quantifikationsparameter für alle Verbindungen. Aus den gegebenen 
Daten werden die aktuellen Retentionszeiten mit der folgenden Umrechnungsfomel 
 den Quantifikationsparametern weitergeleitet. 
 
 
Um die Daten aus dem QuanBrowser-Report in eine solche Matrix umzustrukturie
e
den zahlreichen Seiten dieses Excel-Dokumentes in eine Matrix extrahiert. Dann wird in 
einem Fenster angeboten, die Korrekturkoeffizienten einzutragen. Die Normalisierung 
erfolgt, wie für das Programm „Processing“ oben beschrieben. Die Reporttabellen werden 
als zusätzliche Excel-Seiten eingefügt. Von diesen lässt sich in Excel, wenn nötig, ein 
Textfile exportieren. 
 
2.8.3. Entwicklung eines Programms (Processing5) für die quantitative Auswertung 
basierend auf dem Xcalibur Development Kit, wobei als einziger 
Identifikationsparameter der RI-Wert dient. 
 
Das Programm wurde analog dem oben beschriebenen Pro
Als erste Quellendatei dient in diesem Programm auch
Auswertung wird in diesem Fall jedoch anders durch
und Vorgängen der Standardprozessierung wird ein
aus acht Zeitstandards (Alkane) besteht. Während 
jeder Probe diese Alkane gefunden und anschließend in dem Reportdatei für alle Pr
z
R
bestimmt und in das Prozessingmodul mit
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  RTi = –––––––––––––––     +   RT1
     RI2-RI1
dung 
i ung 
RT  – Retentionszeit des früher eluierten Alkans 
2.8.4. Erstellung einer Massenspektren- und Retentionsindexbibliothek für die 
qualitative Auswertung von GC-MS-Daten 
 
Die zuverlässige, qualitative rtun xer GC n erf u wenn 
ein zweid er Ansa erwen d. In de n Dim  w  die 
Verbindunge rund der lichkei Massens zu de der othek 
abgelegten entifiz d in  mö  daten 
zusammengefasst. In der eiten sion wir r Be chti des 
Retentionsi  der G e mög Kandidat enige mit der geringsten 
Abweichung zum erwarteten Retentionsindex als wahrscheinlichste Ver g a wählt. 
Die aufgrun assensp n iden n Metabo en als  Sto kauft 
und als Standardsubstanzen messe r wurde jedem  1- istalle 
genomme em 1.8mL-Probenglas zuerst mit 50µL Methox ydr rid in 
Pyridin und dann mit 80µL MSTFA - wie beschrieben- de t. Nac er erung 
wurden entsprechend der Standard e Zeits s zu en  die 
derivatisiert den der St ethode en. Fa
genommen w nd daher hroma ische Pe  überla ar, n die 
Proben mit einem Gemisch Pyridin  5:8 (Vo Fach nt rneut 
gemessen. Die auf diese Weise aufgenommenen GC-MS Daten wurden weiter mit AMDIS 
und dem X alBrows sgewe
 
.     (RIi-RI1)ּ(RT2-RT1) 
  
  
 
  RTi – gesuchte Retentionszeit der Verbin
RI  – gegebener Retentionsindex der Verbind  
  1
  RT2 - Retentionszeit des später eluierten Alkans 
  RI1 - Retentionsindex des früher eluierten Alkans 
  RI2 - Retentionsindex des später eluierten Alkans 
 
Der weitere Algorithmus ist dem Processing Programm analog. 
 
 Auswe g komple -MS Date olgt n r dann, 
imensional tz v det wir r erste ension erden
n aufg  Ähn t ihrer pektren n in  Bibli
 Massenspektren id iert un Gruppen glicher Kandi
 zw Dimen d unte rücksi gung 
ndex aus rupp licher en derj
bindun usge
d ihrer M ektre tifizierte lite wurd  reine ffe ge
 ge n. Dafü n von  Stoff 5 Kr
n und in ein yaminh ochlo
rivatisier h der D ivatisi
method tandard gegeb und
e e wurn Stoff  mit andardm gemess lls zu viel Substanz 
urde u  der c tograph ak stark den w wurde
von :MSTFA l.) 100- verdün und e
calibur-Qu er au rtet. 
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Erstellung einer Bibliothek von Massenspektren mit Hilfe des Programms AMDIS 
 
Alle .RAW GC-MS Dateien wurden mit der Standard e für  
Anschließe  jeder File in AM öffnet, d eak ier  das 
entspre m in Biblio getragen i war hr ig zu 
kontrollier s Mass ektrum DIS rich hiert w nd  Peak 
verloren gegangen war. Dem Benutzer werden normalerweise mehrere Varianten 
trahi spektren vorgeschlagen. Die RI-Werte wurden mit den Massenspektren 
utomatisch gespeichert. Anschließend wurde in einem Editor jedem neuen Eintrag ein 
urzer Namen gegeben.  
method AMDIS prozessiert.
nd wurde DIS ge er Zielp identifiz t und
chende Spektru  die thek ein . Dabe es se wicht
en, dass da ensp  von AM tig extra urde u  kein
ex erter Massen
a
k
 
 
Abb. 2.8. Interface des AMDIS Pr mms bei dem Aufbau der Mogra S-Bibliothek. 
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Erstellung der Bibliothek m v  1.7 und Xcalibur 
ateien wurden mit der tandardmethode für A S prozessiert. 
de jeder File mit dem ualBro eöff der Z k 
on ihm das rauschen abgezogen (substract spectra). Dann wurde 
das MS-Sea gramm exportiert (Librar ort to Library Browser) 
he h xp porti Parallel wurde 
earbeitung befin öffnet und der RI-Wert für den 
 Der Tran es Massenspektrums aus der Zwischenbibliothek P 
k Cory4.m e mit hgeführt (Library→ rary Tr r) 
ne RI-Wert n Sto itor e en. RI-Wert kann wie 
   RI2-RI1
RIi – gesuchter Retentionsindex der Verbindung; 
ür den unmittelbaren quantitativen Vergleich von identifizierten Metaboliten in einer Probe 
nutzt: 
hme von Kalibrationskurven nicht die einzelnen 
tandards verwendet, sondern verschiedene Gemische. Die Standards wurden so für ein 
Gemisch ausgewählt, dass sie sich in einem Chromatogramm mit guter Auflösung trennen 
lassen und keine möglichen Abbauprodukte von einem Metabolit mit einem anderen 
it Hilfe on AMDIS, MS-Search
 
Alle .RAW GC-MS D S MDI
Anschließend wur  Xcalibur-Q wser g net, ielpea
identifiziert und v Signal
das Spektrum in rch-Pro y→Exp
und von dort in eine wisc Z nbibliot ek .MSP (Librarien→E ort) ex ert. 
die sich in B dende Dateien mit AMDIS ge
Standard abgelesen. sfer d  .MS
in die Zielbibliothe sl wurd  AMDIS durc Lib ansfe
und der abgelese  für de ff mit dem Ed ingetrag
folgend errechnet werden: 
.      RTi-RT1
     RIi = –––––––  
     
 
  
  RTi – gegebene Retentionszeit der Verbindung; 
  RT1 – Retentionszeit des früher eluierten Alkans; 
  RI1 - Retentionsindex des früher eluierten Alkans; 
  RI2 - Retentionsindex des später eluierten Alkans; 
  Retentionsindex der Alkane wurde als Anzahl der Kohlenstoffatome mal 100 errechnet. 
 
 
 
 
2.9. Absolute Quantifizierung  
 
F
wurden zwei Ansätze be
a) externe Quantifizierung  
b) interne Quantifizierung  
basierend auf der Methode der Standardaddition (spiken). 
 
 
Entwicklung der Quantifikationsmixe 
 
Um Zeit zu sparen, wurden für die Aufna
S
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strukturell gleich sind. Darüber hinaus wurden nur so viele Substanzen in einem Mix 
emischt, so dass sie sich untereinander nicht beeinflussen können.  
entration 
zusammeng
Tabelle 2.11. Mix 1 (gelöst in Methanol, pH=1 HCl). 
2mM Theoretisch Aktuell zugegeben Konz
Standard (g/mol)  (g/50mL)  (g/50mL) (g/L) (mM) 
Mw 
Alanin 89 0.0089 0.0098 0.196 2.20 
Arabinose 150 0.0150 0.0229 0.458 3.05 
Arginin 174 0.0174 0.0180 0.360 2.07 
Asparagin 132 0.0132 0.0132 0.264 2.00 
Aspartat 133 0.0133 0.0138 0.276 2.08 
Citrat·H2O* 294 0.0294 0.0353 0.706 2.40 
Cystein 121 0.0121 0.0130 0.260 2.15 
Fructose 180 0.0180 0.0407 0.814 4.52 
Glutamin 146 0.0146 0.0149 0.298 2.04 
Glutamat 147 0.0147 0.0530 1.060 7.21 
Glucose 180 0.0180 0.0182 0.364 2.02 
Glycin 75 0.0075 0.0085 0.170 2.27 
Glycolsäure 76 0.0076 0.0095 0.190 2.50 
Histidin 155 0.0155 0.0175 0.350 2.26 
Homoserin 119 0.0119 0.0147 0.294 2.47 
Isoleucin 131 0.0131 0.0133 0.266 2.03 
Lactat (Lithiumsalz) 96 0.0096 0.0117 0.234 2.44 
Leucin 131 0.0131 0.0145 0.290 2.21 
Lysin 146 0.0146 0.0148 0.296 2.03 
Maleat* 160 0.0160 0.0167 0.334 2.09 
Malicsäure 134 0.0134 0.0182 0.364 2.72 
Malonat·H2O* 166 0.0166 0.0180 0.360 2.17 
Methionin 149 0.0149 0.0151 0.302 2.03 
Norvalin 117 0.0117 0.0122 0.244 2.09 
Oxoglutarat* 190 0.0190 0.0190 0.380 2.00 
Phenylalanin 165 0.0165 0.0166 0.332 2.01 
Phosphat·10H2O 380 0.0380 0.0397 0.794 2.09 *
Prolin 115 0.0115 0.0118 0.236 2.05 
Pyruvat* 110 0.0110 0.0160 0.320 2.91 
Serin 105 0.0105 0.0115 0.230 2.19 
Succinat·6H2O* 270 0.0270 0.0373 0.746 2.76 
Sucrose 342 0.0342 0.0418 0.836 2.44 
Threonin 119 0.0119 0.0125 0.250 2.10 
Trehalose·2H2O 378 0.0378 0.0400 0.800 2.12 
Tryptophan 204 0.0204 0.0205 0.410 2.01 
Tyrosin 181 0.0181 0.0180 0.360 1.99 
Valin 117 0.0117 0.0122 0.244 2.09 
  *Natriumsalz 
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Tabelle 2.12. Mix 2. (gelöst in Wasser). 
1mM theoretisc ktuell zugegeben Konzentration. h a
Standard 
Mw 
(g/mol)  (g/100mL)  (g/100mL) (g/L) (mM) 
2-Aminobuttersäure 103.1 0.0103 0.0189 0.189 1.83 
Cytosin 111.1 0.0111 0.0113 0.113 1.02 
Cycloleucin 129.6 0.0130 0.0127 0.127 0.98 
Galactosamin·HCl 215.6 0.0216 0.0218 0.218 1.01 
Glucono-1,5-lacton 178.1 0.0178 0.0195 0.195 1.09 
Glycersäure 125.1 0.0125 0.0114 0.114 0.91 
Mannitol 182.2 0.0182 0.0225 0.225 1.23 
Fumarsäure 116.1 0.0116 0.0115 0.115 0.99 
Glucosamin·HCl 215.6 0.0216 0.0225 0.225 1.04 
Glutarsäure 132.1 0.0132 0.0132 0.132 1.00 
Glycerol 92.1 0.0092 0.0082 0.082 0.89 
Lactose 360.3 0.0360 0.0364 0.364 1.01 
Maltose 360.3 0.0360 0.0349 0.349 0.97 
Mannose 180.2 0.0180 0.0176 0.176 0.98 
N-Acetylglutaminsäure 189.2 0.0189 0.0214 0.214 1.13 
N-Acetylglutamin 188.2 0.0188 0.0201 0.201 1.07 
Nicotinamid 122.1 0.0122 0.0126 0.126 1.03 
Ornithin 168.6 0.0169 0.0100 0.100 0.59 
Oxalsäure 134.0 0.0134 0.0142 0.142 1.06 
Harnstoff 60.1 0.0060 0.0064 0.064 1.06 
Diaminopimelicsäure 190.2 0.0190 0.0195 0.195 1.03 
 
Tabelle 2.13. Mix 3. (gelöst in Methanol:Wasser 1:1). 
 M, aktuell 
aktuell 
zugegeben Konzentration
Standard 
Mw 
(g/mol) Spezifikationen (g/mol) (mg/50mL) (mM) 
2-Phosphoglycerat·H2O** 186.10* 3mol/molNa, 28.3%H2O 257.20 2.0 0.16 
3-Phosphoglycerat** 230.00 3%H2O 230.54 2.2 0.19 
AMP** 347.20* 2mol/molNa 391.20 1.8 0.09 
Deoxyribose-5-phosphat** 214.10* 2mol/molNa, 2mol/molH2O 294.10 2.3 0.16 
Erythrose-4-phosphat** 200.10* 0.5mol/molNa, 7%H2O 211.86 2.0 0.19 
Fructose-1,6-biphosphat·8H2O** 550.18  550.18 3.6 0.13 
Fructose-6-phosphat·2H2O** 340.10  340.10 2.0 0.12 
Gluconat-6-Phosphat** 342.10 1.5mol/molH2O 369.10 2.0 0.11 
Glucose-6-phosphat** 282.12  282.12 2.0 0.14 
Glycero-1-phosphat 216.00  216.00 2.1 0.19 
Glycero-2-phosphat 216.00  216.00 2.0 0.19 
Glyceronphosphat (Lithiumsalz) 170.10* 2mol/molLi, 1mol/molH2O 199.90 2.0 0.20 
Phosphoenolpyruvat·H2O** 190.00  190.00 2.1 0.22 
Pyrophosphat 446.10  446.10 2.2 0.10 
Ribose-5-phosphat·2H2O** 310.14  310.14 2.0 0.13 
Ribulose-5-phosphat** 230.10*
1.4mol/molNa, 
1.5mol/molH2O 287.90 1.9 0.13 
Xylulose-5-phosphat** 230.10*
1.5mol/molNa, 
0.75mol/molH2O 276.60 2.4 0.17 
*freie Substanz; **Natriumsalz 
Nach dem Zusammenmischen wurden die Mixe in Eppendorfgefäße aliquotiert, sofort 
eingefroren (-800C) und unmittebar vor jedem Experiment aufgetaut und verwendet. 
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Externe Kalibrierung 
Für die Messung einer Konzentrationsreihe wurden von einem Mix verschiedene Volumen 
8mL-
ttiert. Nach der Zugabe von internem Standard (50µL Ribitollösung) 
 abgedampft und, wie in der Standardmethode beschrieben wird, mit 
50µL MethoxyaminHCl in Pyridin und 80µL MSTFA derivatisiert und gemessen. Alternativ 
 
von 2µL bis maximal 1000µL (Schrittweite ungefähr Vi=2*Vi-1 oder häufiger) in die 1.
Probengläser pipe
wurden die Proben
wurden zu 100µL eines Mixes 50µL Ribitollösung zugegeben und die Proben abgedampft 
nd derivatisiert. Anschließend wurden Verdünnungsreihen vorbereitet. Zur Verdünnung u
wurde ein Gemisch von 50:80 Pyridin:MSTFA verwendet. 
 
Interne Kalibrierung 
 
Nach der unter 2.3.4 beschriebenen Aufarbeitung von Zellextrakten, wurden von einem 
Standardmix 2µL bis maximal 1000 µL (schrittweise Vi=2*Vi-1 oder hüufiger) zugegeben. Um 
die Kalibrationskurve auch in Richtung geringerer Konzentrationen zu verlängern, wurden 
von diesem Extrakt nicht 1000µL sondern in absteigender Reihe bis 700µL genommen. 
Nach der Zugabe vom internen Standard (50µL Ribitollösung) wurden die Proben getrocknet 
und wie in der Standardmethode beschrieben mit 50µL MethoxyaminHCl in Pyridin und 
80µL MSTFA derivatisiert und gemessen. 
 
2.10. Qualitätssicherung und Qualitätskontrolle 
 
Um alle möglichen Kontaminationen bei der Probenaufarbeitung zu berücksichtigen, wurde 
ab dem Moment des Waschens der Zellen auch eine Blindprobe bearbeitet.  
Um mögliche Kreuzkontaminationen zwischen Proben bei den GC-MS-Messungen 
festzustellen und zu vermeiden, wurde vor der Messreihe und nach jeder zehnten Messung 
reines MSTFA gemessen.  
Um das GC-MS-System zu equilibrieren wurde nach jeder Reinigung der Ionisationsquelle 
(2.5.4) das Massenspektrometer getuned. Dazu wurde 2-3 mal reines MSTFA gemessen 
und das Massenspektrometer erneut getuned. Anschließend wurden 2µL 0.4g/L Pentadekan 
in Cyclohexan gemessen. Hierfür  ist ein kurzer Temperaturgradient ausreichend (700C, 
30sec; von 700C bis 3250C mit einer Rate von 400C/min). 
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Abb. 2.9. GC-Temperaturprogramm für die Qualitätskontrollmessung mit Pentadekan. 
 
Der Pentadekanpeak ist bei einer solch schnellen Chromatographie sehr schmal, deswegen 
wurde er massenspektrometrisch im SIM - (selected ion monitoring) Modus gemessen, 
wobei eine deutlich schnellere Scan-Geschwindigkeit möglich ist, weil nur eine Massenspur 
(m/z 212.3 für Pentadekan) gemessen wird. Hinzu kommt noch, dass in diesem Modus 
unmittelbar nach der Messung eine quantitative Auswertung basierend auf einer 
Massenspur, und damit rauschfrei und in wenigen Minuten möglich ist. Die MS-
arameter für die Qualitätskontrollmessung mit Pentadekan. 
Einstellungen sind in der Tabelle dargestellt 
 
abelle 2.14. MS-PT
Parameter Wert 
Detector Voltage (V) 100 
Mass Trace (m/z) 212.2 
Scan Mode SIM 
Peak Width (points per peak) 12 
Solvent delay (min) 2 
 
Bei guter Empfindlichkeit lag die Fläche d 000-50000 relativen 
Einheiten. Nach ng noch einmal 
ingespritzt. Wenn die Signalfläche des Pentadekanpeaks unter 25000 lag wurde die 
es Peaks zwischen 40
der Messung von 40-50 Proben wurde diese Standardlösu
e
Ionisationsquelle ausgebaut und gereinigt. Um den Abfall der Empfindlichkeit zu 
kompensieren, wurde für die letzten Proben die Detektorspannung (Detektorempfindlickkeit) 
bis auf 500V erhöht. Die Qualitätskontrolle bei der Datenauswertung wurde in Teil 2.8 
dargestellt. 
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3. Ergebnisse und Diskussion 
3.2. Chromatographisches GC-MS-Profil des C. glutamicum WT 
ATCC 13032  
 
Abb. 3.1. Chromatografisches GC-MS-Profil des Corynebacterium glutamicum WT ATCC 13032 (A) 
polare Phase und (B) unpolare Phase . Die Verbindungen sind entsprechend Anhang 6.1 nummeriert. 
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Bei der Anwendung der entwickelten analytischen Methode ergeben sich für den C. 
glutamicum WT ATCC 13032 sehr typische chromatographische Profile. Die 
ntsprechenden Chromatogramme sind in Abb. 3.1 dargestellt. 
Insbesondere das Profil der polaren Phase weist große Unterschiede in den 
ten konnte, dominieren in der polaren Phase 
ie Metabolite Glutamat und Trehalose. Diese Peaks sind sowohl chromatographisch als 
auch massenspektrometrisch sehr stark überladen. Daneben ergeben sich hohe 
ür die Metabolite Lactat, Alanin, Prolin, Succinat, Phosphat, Harnstoff und 
iel Spielraum für die Analyse der Metabolite, die sich im Spurenbereich 
Verwendung von Splitless- oder 
ist dies 
en durch eine limitierte Löslichkeitskapazität des Extraktionsmittels 
erloren gehen. Aus der Sicht der GC-MS sind Glutamat und Trehalose schon bei dieser 
rakteristisch ist. 
ei der in dieser Arbeit entwickelten Methode fällt in Folge des Glutamatsignals ein Bereich 
on 30-40sec aus und im Bereich von 2min ist die Datenauswertung erschwert.  
e
Metabolitkonzentrationen auf. Wie man erwar
d
Konzentrationen f
Glucose. In der unpolaren Phase sind - typische für Bakterien – die Fettsäuren 
Hexadecanoat und Oktadecenoat in großen Mengen zu finden. In diesem Zusammenhang 
bleibt nicht v
befinden. Prinzipiell wäre noch eine Anreicherung durch die 
PTV large volume Injektionen möglich. Auf der Ebene der Probenaufbereitung 
praktisch ausgeschlossen, da jede mögliche Aufkonzentrierung dazu führt, dass in Spuren 
vertretende Komponent
v
Konzentration nur begrenzt qualitativ zu erfassen und nicht quantifizierbar. Dazu kommt, 
dass benachbarte Peaks komplett durch große Peaks überlagert werden. Theoretisch 
könnte behauptet werden, dass bei der Auflösung aller einzelnen Massenspuren noch eine 
akzeptable qualitative und quantitative Analyse möglich wäre. Wenn man z.B. den 
überladenen Glutamatpeak (Abb. 3.2) quantifizieren möchte, dann könnte zur Integration 
eine schwache Massenspur genommen werden, die noch im linearen Messbereich des 
Detektors liegt. Für eine unter dem Glutamatpeak verborgene Substanz könnten eine oder 
mehrere charakteristische Massenspuren gefunden werden, die für diese Substanz eine 
quantitative Messung ermöglichen. In der Praxis aber stellt man fest, dass der 
massenspektrometrische Detektor im Bereich der „intensiven Peaks“ durch die hohe 
Ionenlast überladen ist und daher eine einwandfreie Funktion nicht gewährleistet ist. 
Darüber hinaus sind z.B. im überladenen Glutamatspektrum alle m/z-Spuren so stark 
amplifiziert, dass für eine überlagerte Substanz keine Massenspur mehr cha
B
v
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Abb. 3.2. Überladener Glutamat-Peak im TIC (total ion currency)-Chromatogramm (A), das 
überladene Massenspektrum von Glutamat3TMS (B) und das normale Massenspektrum von 
Glutamat3TMS (C). 
 
Im Falle des Trehalosepeaks ist die Situation etwas besser. Dort fallen nur 12-15sec des 
Chromatogramms aus, was aber reicht um eines von zwei Maltose-Derivaten zu verlieren.  
In diesem Zusammenhang ist es interessant die Verteilung von Peaks im Chromatogramm 
abzuschätzen. Dies ist in Abb 3.3 dargestellt.  
 
 
 
 
Abb. 3.3. Peakverteilung für das Chromatogramm in Abb. 3.1. 
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Die maximale Anzahl von Peaks findet man direkt hinter dem Glutamat bei einer 
Retentionszeit zwischen 23 und 24 Minuten. Vor dem Glutamat und auf der Stelle des 
Glutamats kann ein Minimum beobachtet werden, was auf unterdrückte Peaks hindeutet. Im 
hinteren Teil sind deutlich weniger Peaks detektierbar. Die nächste Überlegung ist, ob es 
öglich wäre die GC-Messbedingungen so zu optimieren, dass die Metabolite 
gleichmäßiger verteilt werden könnten und sich dadurch eine bessere chromatographische 
dass bei 
leicher Dauer der Chromatographie die Aufenthaltszeit von schwerer flüchtigen Metaboliten 
n 
assenspuren detektiert werden konnten. Bei der automatischen Auswertung wurden in der 
IS 2185 Peaks detektiert. Es kommt aber oft vor, dass 
S eine Substanz mehrmals identifiziert oder kleine Fluktuationen im Chromatogramm 
isierung für die meisten α-Aminosäuren zwei oder drei 
m
Auftrennung erreichen lässt. Dieser Möglichkeit spricht die Tatsache entgegen, 
g
in der Säule bei höherer Temperatur steigt. Das ist für labile Verbindungen nicht optimal. 
Dazu kommt, dass sich die Zuckerphosphate im mittleren Teil des Chromatogramms 
befinden und bei einer solchen Optimierung unmittelbar in den Hochtemperaturbereich 
verschoben werden. 
 
3.3 Anzahl der detektierten Peaks im GC-MS Chromatogramm 
 
Um die potentielle Anzahl von Metaboliten, die bei Verwendung der entwickelten Methode 
für diesen Organismus gemessen werden können abzuschätzen, wurden alle Peaks im 
Chromatogramm gezählt. Dies wurde mit Hilfe des Programms AMDIS gemacht, so dass im 
Gesamtionenstrom (TIC) nicht aufgelöste Peaks aufgrund ihrer charakteristische
M
polaren Phase mit Hilfe von AMD
AMDI
als ein individueller Stoff falsch identifiziert werden. Alle möglichen Fehler und die korrekte 
Anzahl der detektierten Stoffe konnten nur bei genauer manueller Prüfung festgestellt 
werden. Dafür wurde ein Chromatogramm der polaren Phase verwendet und 50% dieses 
Chromatogramms manuell ausgewertet. Von den mit AMDIS detektierten 2185 Peaks 
wurden 1450 geprüft. Dies entspricht den ersten 30min eines chromatographischen Laufes. 
Dabei zeigte sich, dass nur 629 Peaks (43%) von AMDIS korrekt erkannt werden. Die 
Datenmenge ist groß genug um eine Anzahl von 950 Peaks für das gesamte 
Chromatogramm vorherzusagen. In der unpolaren Phase findet man 150-190 Stoffe. Das 
ergibt 1100 Stoffe pro Experiment. Dies entspricht jedoch nicht der Anzahl der vorhandenen 
Metabolite, da man bei der Derivat
Derivate und manchmal weitere Produkte durch Zyklisierungsreaktionen (z.B. Glutamat zu 
5-Oxoprolin [59]) sowie Syn- und Antiisomere für metoxymierte Aldehyd- oder Ketogruppen 
erhält. Es konnten auch Produkte aus thermischen Abspaltungsreaktionen festgestellt 
werden, wie z.B. Aldehyde aus Corynomycolsäuren [60]. Auch bekannt sind mehrere 
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Artefakte, die durch Derivatisierungsreagenzien verursacht werden [61]. Die Identifizierung 
dieser Produkten ist sehr schwierig und oft nicht eindeutig. Wenn man für die identifizierten 
Metabolite alle Derivate summiert, dann entsprechen 202 Substanzen 133 (66%) 
Metaboliten. Es lässt sich daher abschätzen, dass die 1100 vorkommenden Derivate aus ca. 
720 Metaboliten hervorgehen. Unter der Annahme, dass 20% aller Peaks artifiziell sind, 
kommt man auf ungefähr 600 Metabolite. Dabei sind aber wegen der schon erwähnten 
Schwierigkeiten nur ungefähr 300 quantifizierbar. 
 
3.4. Identifizierung der Metabolite 
 
3.4.1. Übersicht 
Mit Hilfe von verschiedenen Identifikationsmethoden wurden 166 Verbindungen identifiziert, 
die in der polaren Phase 88 und in der lipophilen Phase 33 vorkommenden Metabolite 
entsprechen. 
3.4.2. Identifizierung mit Hilfe der NIST-MS Bibliothek 
Bei der Identifizierung unbekannter Metabolite wurde der in 2.8.4. beschriebene Ansatz 
verwendet.  
 
Durch den Abgleich von Massenspektren unbekannter Stoffe mit der NIST-
Spektrenbibliothek konnten gute Vorhersagen für Substanzen getroffen werden, die auch 
üblicherweise im Zuge von pharmazeutischen Studien und in der Lebensmittelchemie 
analysiert werden. Dazu gehören Aminosäuren, Metabolite aus der Glycolyse und des 
Citratcyclus und weit verbreitete Fettsäuren. Die massenspektrometrische Übereinstimmung 
mit der NIST-Bibliothek lag für diese Stoffe meist zwischen 80% und 100%. Nach der 
Messung von entsprechenden Standards konnte der Erfolg der ursprünglichen Identifikation 
über die NIST-Bibliothek hinsichtlich der ursprünglich nicht derivatisierten Metabolite zu 90% 
verifiziert werden. Bei den restlichen 10% wurde der Derivatisierungsgrad falsch zugeordnet. 
Der Derivatisierungsgrad einer Substanz ließ sich jedoch häufig anhand des 
Molekülionenpeaks nach Verstärkung des Massenspektrums feststellen. So wurden 
beispielsweise im Fall von Alanin zwei Derivate gefunden. Mögliche Derivatisierungsgrade 
Alanins sind eine einfache, zweifache und dreifache Silylierung. im Fall des 
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Aus der molaren Masse für Alanin M=89 g/mol und der Masse der Trimethylsilylgruppe 
M=73 g/mol minus der ensprechenden Anzahl an Wasserstoffatomen errechnet man die 
Masse des Metabolitderivates (Tabelle 3.1). 
 
Abb.3.4. Massenspektrum von Alanin2TMS. Der m/z Bereich von 220 bis 440 amu ist um den Faktor 
50 verstärkt. 
 
Tabelle 3.1. Molekulargewichte von Verschiedenen Alaninderivaten. 
Stoff Masse (m/z) 
Alanin1TMS 161 
Alanin2TMS 233 
Alanin3TMS 305 
 
Auf den Massenspektren erkennt man den Massenpeak für zweifach (Abb.3.4) und dreifach 
(Abb. 3.5) silyliertes Alanin. 
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Abb. 3.5. Massenspektrum von Alanin3TMS. Der m/z Bereich von 300 bis 450 amu ist um den 
Faktor 50 verstärkt. 
 
Für viele Substanzen gibt es Einträge in der NIST-Bibliothek, aber nicht für die jeweiligen 
trimethylsilylierten Formen. Da die Ähnlichkeit zwischen verschiedenen Derivaten viel zu 
ist eine Identifikation über den Spektrenvergleich verschiedener Derivate nicht 
 
 Ident tion ba d  atio  a
weiter ntifizie  ee, die Lücken in metabolischen 
echs gen zw M oliten c n  darüber 
s die r diese b  wechs ge z en. Die 
etabo rden a  ansc en r ch ihnen 
im Zellextrakt gesucht. Es zeigte sich, dass viele Stoffe nicht mit der NIST-Bibliothek 
gering ist, 
sinnvoll. 
3.4.3. ifika sieren  auf biochemischen Inform n und Stand rds 
 
Eine e Ide rungsphilosophie basierte auf der Id
Stoffw elwe ischen schon identifizierten etab  zu s hließe  und
hinau  fü s Organismus ekannten Stoff elwe  ab udeck
Zielm lite wu direkt ls Standards gemessen und hließ d wu de na
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identifiziert n kon w h  und zu verrauscht waren. Durch 
usätz Inform z andard vermessenen 
anzen eine  dem s k  zu 90% 
reich. r erg  icht a e it
lich s r Auf  o n hese d  M o erbunden 
er die n Pre ern zu ic ilf  
ere s elle V xtrakt ti  M oliten. 
ng der 
uflösung durch statistische Auswertung, ist eine Massengenauigkeit von ±0.003/0.005amu 
zu erwarten [23]. Dies erlaubt eine relativ genaue Messung des Molekulargewichtes und 
g. Ein mit CI+ 
ufgenommenes Chromatogramm mit iso-Butan als Ionisationsgas ist in Abb. 3.6 
igender 
emperatur drastisch ab. Darüber hinaus ist zwar in jedem Massenspektrum der 
olekularpeak zu detektieren, jedoch ist er nicht intensiv genug, um präzise Massen zu 
estimmen. Daher führte dieser Ansatz nur bei intensiven Signalen zum Erfolg. Die 
en wahrscheinlich daran, dass die Ionisierungskraft des 
eaktionsgases von der Temperatur abhängt [62] . Eine leichte Verbesserung erbrachte die 
es Problems 
abhängig von der GC-Temperatur niedrig zu 
halten (100-1500C), könnten die ganze Zeit gute CI+ Spektren aufgenommen werden. 
 werde nten, eil die Spektren zu sc wach
die z liche ation über die Retentions eit der als St
Subst  war Identifizierung in Kombination mit  Mas enspe trum
erfolg  Leide ibt sich das Problem, dass es n lle M tabol e kommerziell 
erhält ind. De wand, der mit der rganische  Synt ieser etab lite v
ist, od  hohe ise bei einer Auftragssynthese, ford sätzl he H smethoden für
genau truktur orhersagen von im C.glutamicum-E detek erten etab
 
3.4.4. Chemische Ionisation CI+ 
 
Als mögliche Hilfsmethode zur Identifizierung der unbekannten Metabolite könnte die 
chemische Ionisation dienen. Bei dieser Art der Ionisation, die sanfter als die EI-Ionisation 
ist, findet man im Massenspektrum normalerweise auch mit guter Intensität den 
Molekülionenpeak. Bei verstärkter Auflösung des Gerätes und weiterer Verfeineru
A
eröffnet so die Möglichkeit zur Bestimmung der Elementzusammensetzun
a
dargestellt. 
Wie man in der Abbildung sehen kann, fällt die Intensität von Massenspektren mit ste
T
M
b
negativen Effekten lieg
R
Verstärkung der Detektorspannung auf 500V, da jedoch das Signalrauschen mitverstärkt 
wurde und so das Signal-zu-Rausch-Verhältnis nicht entscheidend erhöht wurde, ergab sich 
keine substanzielle Verbesserung. Da sich alle unbekannten Metabolite im Bereich von 
niedrigen Konzentrationen und nicht am Anfang des Chromatogramms befinden, konnten für 
sie keine nützlichen Massenspektren aufgenommen werden. Die Lösung dies
liegt an der Konstruktion oder Funktionsweise des Gerätes. Wenn es technisch möglich 
wäre, die Temperatur in der Ionenquelle un
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Abb.3.6. Typisches CI+-Chromatogtramm von der polaren Phase eines C.glutamicum -Extraktes 
Wie
Methyl-
Masse liten zugänglich machen. In diesem Fall passiert das aber 
auf i
aufgrun
wie be n lassen sich Molekulargewicht und mögliche 
Ele e der Si-Atome kann 
3.4.5. Derivatisierung mit MBDSTFA 
 
 bei der chemischen Ionisation kann die alternative Derivatisierung mit MBDSTFA (N-
N-tert-butyldimethylsilyltrifluoracetamid) die Information über die genaue molekulare 
des unbekannten Metabo
 ind rekter Weise, da in jedem Massenspektrum der intensivste Peak genau m/z=M-57 –
d des abspaltenden tert-Butylradikals- entspricht [23]. Bei guter Massengenauigkeit 
i der chemischen Ionisatio
mentzusammensetzung berechnen. Durch die Isotopenverhältniss
darüber hinaus die Anzahl der durch Silylierung ersetzten Atome bestimmt werden und 
damit die Anzahl von Amino-, Hydroxy- oder Carboxylgruppen. Anschließend kann man 
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nach möglichen Kandidaten aufgrund des Molekulargewichtes oder der Bruttoformel in einer 
Datenbank suchen. 
In der Abb. 3.7 ist ein typisches TBS (Tertbutylsilyl-) Chromatogramm dargestellt. Für eine 
erste Übersicht wurden die Peaks nur aufgrund ihrer Massenspektren mit Hilfe der TBS-
Massenspektrenbibliothek des Max-Plank Instituts für Pflanzenphysiologie identifiziert 
(http://www.mpimp-golm.mpg.de/mms-library/). 
 
Abb 3.7. Typisches Chromatogramm für mit MBDSTFA silylierte Substanzen der polaren Phase des 
C. glutamicum-Wildtyps. Viele Metabolite konnten mit der TBS-MS-Bibliothek identifiziert werden. 
1:Lactat2TBS, 2:Alanin2TBS, 3:Succinat2TBS, 4:Glutamat2TBS, 5:Malat2TBS, 6:Glutamat3TBS, 
7:Lysin3TBS, 8:Diaminopimelat4TMS, 9:C32-Zeitstandard. 
 
Nach verschiedenen artifiziellen Signalen eluieren ungefähr ab der 12ten Minute organische 
Säuren wie z.B. Pyruvat und Lactat, danach kommen Aminosäuren. Zwischen 33-40min 
lassen sich Monosaccharide detektieren und am Ende des chromatographischen Laufes ließ 
sich 4-fach silyliertes Diaminopimelat identifizieren. Leider gibt es im Chromatogramm weder 
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Phosphate von Monosacchariden, noch Disaccharide und ihre Phosphate. Möglicherweise 
sind solche Verbindungen zu schwer und unter diesen GC-Bedingungen nicht flüchtig 
genug, um gaschromatographisch zugänglich zu sein. Das ist nicht verwunderlich, da die 
Masse des tert-Butyldimetylsilylradikals (m/z=145) zweimal größer als die Masse des 
Trimethylsilylradikals (m/z=73) ist. Im Vergleich ist die Masse des TBS-derivatisierten 
Glucosephosphats m/z=1044 und nur m/z=692 im Falle der TMS-Derivatisierung. Für 
Trehalose betragen die Werte m/z=1494 gegen m/z=918. Unter diesem Gesichtspunkt hilft 
die Derivatisierung von Metaboliten aus C. glutamicum-Extrakten bei der Identifizierung 
unbekannter Substanzen nicht entscheidend weiter, da die meisten unbekannten TMS-
Derivate im Bereich von Zuckerphosphaten oder später eluieren. Daher sind diese Stoffe 
durch die oben beschriebene Massenzunahme im Falle der TBS-Derivatisierung nicht 
flüchtig. Für die Identifizierung aller anderen unbekanten Metabolite, müsste zunachst eine 
aus Massenspektren und Retentionszeiten bestehende TBS-Bibliothek mit Hilfe von 
Standards aufgebaut werden. Dies war im Rahmen dieser Arbeit nicht vorgesehen. Die 
existierende TBS-Bibliothek des Max-Plank Instituts für Pflanzenphysiologie in Golm war 
nicht zugäglich.  
3.4.6. Corynomycolsäuren 
 
Corynomycolsäuren wurden in der unpolaren Phase des C.glutamicum-Extraktes identifiziert 
[63]. Die Identifizierung wurde aufgrund des sehr charakteristischen Spaltungsmusters 
durchgeführt (Abb. 3.8) [60]. 
 
 
Abb. 3.8. Spaltungsmuster für Corynomycolsäuren. 
 
Zur Charakterisierung des Zerfallsmusters und zur Abschätzung der von der 
Retentionszeit, wurde  18:0_14:0 Kohlenstoffkettenlänge abhängigen 
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Corynomycolsäuremethylester (Methyl-2-tetradecyl-3-hydroxyoktadekanoat) als Standard 
 Corynomycolsäuremethylester. Beobachtete charakteristische Fragmente 
stellt. 
M-15 
M-15 
(Praktisch)A B B-29 
gemessen. 
 
Tabelle 3.2. Identifizierte
A, B, B-29 und M-15 sind in Abb. 3.8 darge
Hauptkette Seitenkette RT M 
16:0 0:0 32.42 358.6372 343.6372 343 285 175 146? 
18:1 0:0 34.9 384.6751 369.6751 369 311 175 146? 
14:0 8:0 37.92 442.7985 427.7985 427 257 287 258 
18:0 6:0 40.47 470.8522 455.8522 455 313 259 230 
18:0 8:0 42.63 498.906 483.906 483 313 287 258 
18:0 10:0 44.7 526.9597 511.9597 511 313 315 286 
18:0 12:0 46.7 555.0135 540.0135 539 313 343 314 
18:1 14:0 48.38 581.0514 566.0514 565 311 371 342 
18:0 14:0 48.62 583.0673 568.0673 567 313 371 342 
18:0 16:1 50.52 609.1051 594.1051 xxx 313 397 368 
20:0 14:0 50.77 611.121 596.121 xxx 341 371 342 
20:1 16:1 52.92 637.1589 622.1589 xxx 339 397 368 
20:0 16:1 53.26 639.1748 624.1748 xxx 341 397 368 
xxx- Ausserhalb des Messbereiches 
 
Für alle Corynomycolsäuren wurden Massen für Fragmentionen vorhergesagt und jeder 
Kandidat aus dem Chromatogramm mit charakteristischem m/z=133 Massenpeak wurde 
daraufhin genau untersucht. Falls drei Ionen entsprechend dem Spaltungsmuster gefunden 
werden konnten und die Retentionszeit der Elutionsreihenfolge nach Kettenlänge nicht 
widersprach wurde dieses Derivat als Corynomycolsäure identifiziert. Eine andere Variante 
der Identifizierung als in der Arbeit [63] beschrieben, ist in der Tabelle 3.2 dargestellt. 
 
3.4.7. Besonderheiten bei der qualitativen Analyse einzelner Metabolite 
 
Einige Metabolite können während des Probenaufarbeitungprozesses Nebenprodukte 
bilden. Ob das passiert, kann nach der Messung von Standards festgestellt werden. 
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Glutamat und Glutamin 
 
ure (Pyroglutaminsäure, 5-Oxoprolin) bilden können [59, 64]. Im 
emessenen Standard von Glutaminsäure und Glutamin konnte dieses Produkt ebenfalls 
Es ist bekannt, dass Glutaminsäure und Glutamin  durch eine Zyklisierungsreaktion 5-
Oxopyrrolidin-2-carboxylsä
g
gefunden werden. Diese Reaktion verläuft mit einer merklichen Geschwindigkeit in MSTFA 
ab, so dass sie bei der quantitativen Auswertung berücksichtigt werden muss. 
Eine Hydrolyse von Glutamin mit Umwandlung in die Glutaminsäure, bei der 
Probenaufarbeitung wurde nicht festgestellt.  
 
Abb. 3.9. Zyklisierungsreaktion von Glutaminsäure. 
 
 
Arginin 
 
TMS-Derivate von Arginin sind nicht besonders stabil unter den Bedingungen der 
Trimethylsilylierung und können in Ornithin und ein TMS-Derivat von Harnstoff zerfallen [54]. 
 
 
Abb. 3.10. Abspaltungsreaktion von Arginin. 
 
Bei der Messung von Arginin-Standards wurde ein zusätzliches Produkt gefunden, das mit 
der NIST-MS Bibliothek mit einer Übereinstimmung von über 90% als 3-Aminopiperidin-2-on 
identifiziert wurde. Theoretisch ist solche Zyklisierung möglich, wurde aber in der Literatur 
nicht beschrieben. 
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Abb. 3.11. Zyklisierungsreaktion von Arginin. 
 
3.5. Quantifizierung 
3.5.1. Quantifizierung mit Hilfe von AMDIS 
 
Auf den ersten Blick scheint die Philosophie von AMDIS zur Identifizierung [65] auch gut für 
die Quantifizierung geeignet zu sein:  
1. Massenspuren, die  zu einer Komponente gehören, werden aufgrund ihres 
gemeinsamen, ähnlichen Verlaufs vom Rauschen und anderen benachbarten 
Komponenten extrahiert. 
dabei ein intensiveres Signal geliefert wird und 
dentifikationszwecke entwickelt 
urde.  
2. Die Summe aller Massenspuren in einem vollen Massenspektrum ist besser als eine 
oder mehrere Massenspuren, weil 
damit die Sensitivität zunimmt. 
3. Die Peakfläche wird im Ausgabefile des Programms abgelegt. 
In der Realität ist die Extraktion eines Massenspektrums vom Rauschen und von 
benachbarten Peaks nur für einzelne Massenspuren eines gegebenen Metabolits 
vollständig. Andere Massenspuren können mit mehreren anderen Komponenten oder mit 
dem Signalrauschen gemeinsam sein. Das beeinflusst die Identifikation nur geringfügig,  
weil ein extrahiertes Spektrum nur von der Spitze eines Peaks genommen wird. Für die 
Quantifizierung, bei der die ganze Fläche unter dem Peak wichtig ist, ist das nicht 
akzeptabel. Die quantitative Auswertung mit AMDIS von parallel gemessenen Proben ergab 
eine 70-100%ige Standardabweichung. Aus der Korrespondenz mit den AMDIS-Autoren ist 
klar geworden, dass das Programm ausschließlich für I
w
 
3.5.2. Quantifizierung mit Hilfe von Xcalibur 
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Der beste Weg zur Quantifizierung von Metaboliten in einem komplexen Chromatogramm ist 
die Verwendung von charakteristischen Massenspuren mit deren Hilfe man das Signal eines 
Derivates vom Rauschen und von Signalen anderer Substanzen extrahieren kann (Abb. 
3.12). Selbstverständlich können solche charakteristischen Massenspuren nur begrenzt 
theoretisch vorhergesagt werden, weil die Wahrscheinlichkeit eines möglichen Fehlers zu 
groß ist. Deswegen wurden sie per Hand für jede Substanz durch detaillierte Untersuchung 
realer Rohextraktchromatogramme ermittelt. 
Im Xcalibur-Programm (Thermo Finnigan) ist es möglich eine Quantifizierung mittels 
pezifischer Massenspuren durchzuführen. Darüber hinaus gibt es mehrere 
Quantifizierungsalgorithmen zur Auswahl.  
nde 
eile enthalten: 
s
Das in diesem Programm implementierte Initialisierungsverfahren muss unbedingt folge
T
1. Eine Liste mit Metaboliten, die quantifiziert werden sollen. 
2. Individuelle Massenspuren für die Quantifizierung oder alternativ der TIC (Total Ion 
Currency, summierter Ionenstrom). 
3. Quantifizierungsparameter, die für jede Komponente spezifisch sind. 
4. Wenn nötig eine Kalibrationskurve. 
 
A
m
bb 3.12. TIC(A) und individuelle Massenspuren von Isoleucin2TMS(B) m/z=158, Prolin2TMS(C) 
/z=142 und Massenspektren von Isoleucin2TMS (D) und Prolin2TMS (E). 
 
 System) wird als erste Wahl  von 
en Programmentwicklern für die Quantifizierung von massenspektrometrischen Daten 
empfohlen. Bei der Anwendung dieses Algorithmus auf unsere  Chromatogramme war es 
Der ICIS-Algorithmus (Interactive Chemical Information
d
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jedoch nicht möglich, mehr als 50% aller Komponenten genau aufzulösen. Für komplexe 
Chromatogramme war es unmöglich befriedigende Einstellungen für die Parameter 
“baseline window”, “area noise factor” und “peak noise factor” zu definieren. Die typischen 
Quantifizierungsfehler sind in Abb. 3.13 gezeigt.  
 
Abb.3.13. Typische Quantifizierungsfehler bei der Verwendung des ICIS-Algorithmus. 
 
Der zweite Quantifizierungsmöglichkeit in Xcalibur ist durch den Genesisalgorithmus 
gegeben. Dieser Algorithmus ist einfacher als der ICIS-Algorithmus und  hat weniger 
Initialisierungsparameter für die Quantifizierung. Es treten genauso viele Fehler bei der 
Auswertung von komplexen Chromatogramme auf wie bei der ICIS-Methode. 
ie besten Ergebnisse wurden bei der Verwendung des Avalon-Algorithmus erhalten. Dies 
ist der komplexeste Algorithmus, bei dem viele geometrische und Intensivitätsparameter für 
tigsten von ihnen sind: 
. Start threshold- Signalintensität auf der linken Seite des Peaks 
D
jeden Peak eingestellt werden können. Die wich
1
2. End threshold- Signalintensität auf der rechten Seite des Peaks 
3. Area threshold- Minimale Peakfläche 
4. P-P threshold und Tension – sind wichtig um Signale sauber von einander  abzutrennen 
5. Bunch factor- wird benutzt um falsch getrennte Peaks zu verbinden 
6. Smoothing points- Anzahl von Punkten bei der Signalglättung  
7. RT- Retentionszeit 
8. RT Window – Retentionszeitfenster 
9. m/z – Charakteristische Ionenspuren 
 
In den allen Algorithmen wird angeboten die Detektion eines Peaks aufgrund seines 
Massenspektrums mit der Quantifizierung zu kombinieren. Die Qualität der Identifikation 
hinsichtlich der massenspektrometrischen Übereinstimmung zwischen dem 
Metabolitspektrum im Chromatogramm und in der massenspektrometrischen Bibliothek 
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(direkt fit, reversed fit) soll auch vermittelt werden. Leider wurden benachbarte Peaks mit 
ähnlichen Massenspektren oft verwechselt, wenn die Detektion auf einem charakteristischen 
Massenspektrum basierte. Die zweite Möglichkeit besteht darin, eine unbekante Substanz 
aufgrund ihres intensivsten Massenpeaks zu detektieren. Dies spricht jedoch dem Ansatz, 
zur Quantifizierung spezifische Massenspuren zu verwenden, entgegen (Auflösung eng 
benachbarter Peaks), da die spezifische Spur nicht zwangsläufig die intensivste ist.  
Der einzige mögliche Detektionsparameter ist die Retentionszeit, die mit den zwei 
Initialisierungsparametern, erwartete Retentionszeit (expected retention time) und 
Retentionszeitfenster (retention time window) kontrolliert wird. 
Die Einstellungen für alle 9 oben genannten Parameter wurden empirisch gefunden, und 
fortlaufend optimiert, um die beste Quantifizierung mit einem Minimum an Fehler für alle 
bekannten und unbekannten Metabolite zu erreichen. Unter der Voraussetzung, dass 
Organismus und analytische Bedingungen konstant bleiben, können mit Ausnahme der 
Retentionszeitparameter alle übrigen Einstellungen unverändert übernommen werden.  
Mit der auf diesem Ansatz basierenden Quantifizierung wurde eine hervorragende Qualität 
erreicht. Problematisch bleiben jedoch Signale mit schlechter Qualität aufgrund von 
Überladungseffekten (Glutamat, Harnstoff), oder aufgrund höher Polarität, die eine schlechte 
Affinität zum unpolaren Säulenmaterial verursacht (Harnstoff2TMS, Valin1TMS). Das 
Ergebnis dieser Effekten ist ein Peaktailing und eine stark schwankende Retentionszeit. 
Ebenfalls schwierig sind eng benachbarte Peaks mit fast gleichen Massenspektren wie z.B. 
Glucose und Mannose. Schlecht geformt sind auch Peaks mit sehr kleiner Signalintensität, 
aber für diese ist eine korrekte Quantifizierung ohnehin fraglich, weil sich ihre Fläche oft 
unter dem Quantifizierungsgrenzwert befindet. Alle obengenannten Fälle verursachen eine 
falsche geometrische Integration von Peaks, die nur per Hand korrigiert werden kann. In 
inem durchschnittlichen Chromatogramm werden 90-95% aller Peaks völlig automatisch 
richtig integriert.  
 
3.5.3. Entwicklung eines Programms zur Verbesserung/Beschleunigung des 
Auswertungsprozesses 
 
Das Programm Xcalibur hat sich als geeignete Software für die quantitative Analyse 
erwiesen. Ein großer Nachteil bestand jedoch darin, dass kein einziger 
Quantifikationsparameter in Xcalibur automatisch importiert werden konnte. Das Xcalibur- 
Programminterface ist so gestaltet, dass jeder Parameter in ein Fenster eingetragen werden 
muss. Die Fenster befinden sich auf verschiedenen Seiten und jede Eintragung muss mit 
einem Knopfdruck bestätigt werden. Der Aufwand alle Quantifizierungsparameter für 
e
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mehrere hundert Metabolite einzutragen war nicht akzeptabel. Hinzu kommt, dass die 
Ergebnisse in sehr unbequemen Formaten ausgegeben werden. Das ist im besten Fall ein 
mehr es Microsoft Exc em auf jeder Seite ein Metabolit mit seinem 
gabeparam abgele t wird. Zwar gibt  
ntifizierungsparameter in einem nur ib r lesba F peichern, aber nur 
r der Vora a meter s hon für s mter Probentypen 
iert sind. ist für das Konzept der Re ntions o u icht gegeben und 
tioniert dah ehr  ist d e Tatsac e, dass u in Entwicklungskit 
stalliert werden kann. Dieses Enwicklungskit enthä h en Bausteine von 
 Prog un im Form eines V c rojektes. Die Idee 
daher ein Programm zu entwickeln, dass es ermöglicht, die Liste von mit AMDIS 
tifizierten M liten und Rete tionszei n in Xc d Quantifizierung zu 
ieren und ch die besten Eigenschaften von beiden Programmen zu vereinigen.  
ereitung des AMDIS Ausgabefiles 
seitig el Dok nt bei dume
Aus etern g es die Möglichkeit alle 
Qua von Xcal u ren ile abzus
unte ussetzung, dass alle P ra c  einen be tim
optim Dies te zeitk rrekt r n
funk er nicht. S positiv i h  für Xcalib r e
mitin lt alle wic tig
Xcalibur für eine weitere rammier g  isual-Basi  6 P
war 
iden etabo  ihrer n te alibur für ie 
import  dadur
 
Vorb
 
 
Abb. 3.14. AMDIS Report mit mehrfachen Identifikationen für Aspartat4TMS, TIC und spezifische 
Massenspur für Aspartat4TMS. 
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Um die Identifizierung von in Spuren vorhandenen Metaboliten mit AMDIS zu sichern, 
müssen die für die Geometrie des Peaks und die Empfindlichkeit  verantwortlichen. 
Parameter i D S a  ihre höc ten t e te rden. Der Nachteil solcher 
Einstellungen ist, dass intensive  Peaks mehrfach identifizie ede Fluktuation von 
M nspure ir ls m n de r b  
vereinfacht werden, wenn alle Komp  n Namen innerhalb eines 
R ionsze ch e ei ta  be tet w den ann entspricht die gesuchte 
Retentionszeit derjenigen unter d it mponente innerhalb des 
R ionszeit te ür d d röß Peak ch  AM S-Report ausgegeben wird 
(Total Signa e nau unter d itze. Alle anderen Komponenten 
mit dem selben Namen können im Report gelöscht werden. 
 
Das zweite Problem besteht darin, dass AMDI ifiziert. Es 
gibt mehrere Komponen ,  gl  M se ktren aber verschiedene 
R ionsze a . t M mö  für  Ko onenten außerhalb des RI-
Fensters (Retentionsindexfenster) der Bibliothe  
D t aber n e ll l mp enten  Ch ogramm möglich. Dies ist nicht 
erwünscht, d ig o e  s uns  R tion iten aufweisen (Harnstoff). 
Darüber hinaus schwanken auch die Retentionszeiten überladener Peaks und die 
unmittelbar darauf folgenden Signale. Werden Proben gleicher Art analysiert so funktioniert 
dieses System gut. In diesem Fall kön u h e Retentionsindices für alle 
Komponenten korrigiert werden und ausschl penalty) 
für die Abweichung von de ib ek  der DIS-Beurte g der Identifikationsqualität 
a endlich k nite s werden. Alle Identifikationen außerhalb des RI-Fensters 
n em AM P ss kö n im AMDIS-Report gelöscht werden. 
 
3 Einfach er dun e D file it d  Xcalibur-Programm 
 
Es wurde ein Versuch un m rogr m zu schreiben, das nötige 
K kturen im D Re  m en n un iesen als e che Matrize als „gefundene 
etabolit-Retentionsindices“ ausgibt. Dann werden zu diesen Matrizen alle Xcalibur-
uantifikationsparameter geschrieben und in eine Xcalibur-Quantifikationsmethode  
umgewandelt. Dies sollte mit Hilfe des Xcalibur-Entwicklungskits geschehen. Nach der 
Erstellung des entsprechenden Programms wurden jedoch schnell die Limitationen der Idee 
der einfachen Verknüpfung zwischen  AMDIS und Xcalibur sichtbar. 
 
n AM I uf n hs Wer inges llt we
rt werden. J
asse n w d a Ko pone te i ntifizie t (Ab . 3.14). Diese Situation kann
onenten mit dem selbe
etent itabs nitt s als n Me bolit trach er . D
er Peakssp ze. Die Ko
etent clus r, f ie ie g te flä e im DI
l), liegt in d r Regel ge er Peakssp
S Substanzen sehr oft falsch ident
ten die fast eiche as nspe
etent iten h ben Es is in A DIS glich  die mp
k die Ausschlussparameter zu verstärken.
as is ur g nere für a le Ko on  im romat
a ein e K mpon nten ehr tabile eten sze
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r B lioth bei AM ilun
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ach d DIS- roce ing nne
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1. Nur eine Liste von Retentionszeiten konnte für mehrere Proben gleichzeitig mit 
Xcalibur prozessiert werden.  
Im ersten Versuch wurde für jede Komponente aus allen Proben eines Experimentes eine 
mittlere Retentionszeit errechnet. Ein durch AMDIS verursachter Identifikationsfehler führte 
aufgrund einer nicht korrekten Retentionszeit zu einer veränderten mittleren Retentionszeit, 
so dass in Xcalibur eine Identifizierung der entsprechenden Komponente nicht möglich war. 
Solche Fehler mussten per Hand korrigiert werden. 
 
2. Nach der Prozessierung musste der ziemlich unbequeme Xcalibur Report erneut 
bearbeitet werden, um ihn in einem akzeptablen Format zu gestalten. Darüber 
hinaus mussten alle quantitativen Werte auf den internen Standard und die 
Zellenmenge normiert werden, was in Xcalibur nicht möglich war. 
 
3.5.5. Neuaufbau des Xcalibur-Quantifizierungsteils 
 
Alle Module, deren Kombination den Quantifizierungs- und Reportausgabeteil von Xcalibur 
ergeben, wurden aus dem Xcalibur Entwicklungskit genommen. Ihre Quellcodes wurden 
teilweise neu geschrieben und zusammen mit dem AMDIS-Korrekturteil in ein 
Gesamtprogramm implementiert.  
Bei der Verwendung dieses Programms wurde die Anzahl von Fehlern deutlich aber nicht 
komplett reduziert. Die Fehlerrate hängt von der Qualität des Chromatogramms ab und kann 
weiter reduziert werden, wenn eine AMDIS-Bibliothek für jeden Probentyp vorbereitet wird. 
Die wichtigste Rolle spielen dabei präzisere Retentionsindices und engere RI-Fenster, die 
die Möglichkeit falscher Identifikationen reduzieren. 
 
3.5.6. Manuelle Korrektur der Peaksintegration 
 
Es ist möglich im Quanbrowser von Xcalibur zu prüfen, wie gut jeder Peak integriert wurde. 
Um absolut zuverlässige Ergebnisse zu bekommen, muss jeder Peak geprüft werden. In der 
Regel ist jede fünfzehnte Probe mit verschiedenen GC-MS Fehlern belastet, die nicht 
einfach zu erklären sind, aber als Fehler qualifiziert werden können. Nach der manuellen 
Korrektur von Peaksflächen wird ein üblicher Xcalibur Report in Form eines Microsoft-Excel-
Dokuments erstellt. Um eine -der automatischen Prozessierung analogen- Ausgabetabelle 
zu erhalten, wurde ein Visual-Basic-Macro programmiert. 
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3.5.7. Relative und absolute Quantifizierung 
n Stoffe verschiedener Natur ungleiche Ionisierbarkeit. 
Die Steigung von linearen Kalibrationskurven für verschiedene Metabolite ist deswegen 
zlich vom Matrixgehalt der Probe beeinflusst werden. Wenn 
ie Quantifizierung auf individuellen Massenspuren basiert, können sogar ungefähre 
ponsefaktoren) benötigt. Von einer 
gen z jedoch noch nicht 
spr ollständigkeit der Extraktion für jeden einzelnen Metaboliten geprüft 
wer rbunden ist. Um Responsefaktoren zu 
estimmen und Quantifizierungsgrenzen für identifizierte Metabolite festzustellen, wurden 
 
In der Massenspektrometrie besitze
unterschiedlich und kann zusät
d
Abschätzungen über die Konzentrationverhältnisse zwischen verschiedenen Metaboliten 
innerhalb einer Probe falsch sein. Wenn man an einem Vergleich von metabolischen 
Profilen interessiert ist, ist eine absolute Quantifizierung nicht notwendig. Für eine solche 
relative Quantifizierung ist es aber wichtig zu wissen, wie groß der dynamische Bereich der 
Messung ist (Quantifizierungsgrenze). Um Metabolite in einer Probe grob vergleichen zu 
können, werden Signal-zu-Konzentrations-Werte (Res
auen absoluten Quantifizierung kann man bei diesem Ansat
echen, weil die V
den muss, was mit sehr großem Aufwand ve
b
zunächst alle identifizierten Metabolite in drei verschiedenen Gemischen zusammengesetzt 
und auschließend Verdünnungsreihen von diesen Lösungen gemessen. Zusätzlich wurde 
auch eine interne Quantifizierung durchgeführt, um Matrixeffekte zu berücksichtigen. Die 
Auswertung basiert auf der Methode der Standardaddition [66, 67]. Das intrazelluläre 
Volumen beträgt für C.glutamicum 0.4µm3 [68] oder anders ausgedrückt 2µL/mg 
Trockengewicht. 1g Feuchtmasse entspricht 0.21g Trockengewicht [69], Optische Dichte 
von 1 (600nm) entspricht 0.34 mg Trockengewicht/mL [70, 71]. Aufgrund dieser Information 
konnte das gesamte intrazelluläre Volumen einer Probe und anschließend die intrazelluläre 
Konzentration von Metaboliten bestimmt werden. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 3.3 
(externe Quantifizierung) und Tabelle 3.4 (interne Quantifizierung) zusammengefasst. Die 
Responsefaktoren zum Ribitol lagen im Bereich zwischen 0.1 und 3. Die gesamte 
Übereinstimmung zwischen Responsefaktoren aus der Messung von Standardlösungen und 
bei der internen Quantifizierung aufgrund von Matrixeffekten war relativ gering. Nur für 26% 
der Metabolite konnte sie als gut beurteilt werden (z.B. 2-Oxoglutarat, Lysin, Leucin, Glycin, 
Alanin, Threonin, Cytosin, Glutarat, Glycerat) und für 10% der Metabolite als sehr schlecht ( 
z.B. Diaminopimelat, Galactosamin, Tryptophan, Ornitin, Norvalin, Fructose). Der größte 
Anteil von Metaboliten befindet sich im Spurenbereich. Um den Arbeitsbereich bei der 
Quantifizierung abzuschätzen, wurden bei der internen Quantifizierung auch im Vergleich 
zur Standardmethode reduzierte Mengen des Extrakts gemessen. Nach der Bestimmung 
der Metabolitkonzentrationen im Extrakt mit Hilfe von der Methode der Standardaddition 
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konnten die Kalibrationskurven weiter in die Richtung der Konzentrationsabnahme 
verlängert werden (Abb.3.15). Auf dieser Weise konnte der lineare Arbeitsbereich bei der 
Quantifizierung in Standardextrakten charakterisiert werden.  
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Metabolite Summierte Derivate(Massenspuren m/z) 
Konz.in 
1mL 
 MeOH
(nmol/L) Signal  
RFrib
(mol/mol)
M I X 1 
 2-Oxoglutarat 1MeOX2TMS(198)       160.00 5422206 0.24
Alanin 2TMS(190)       176.18 1869415 0.07
Arabinose 1MeOX4TMS(103,307) 1MeOX4TMS(103,307)     244.27 50089958 1.44
Asparagin ByPr(218,261) 3TMS(116,118)     160.00 13747878 0.61
Aspartat 2TMS(160) 3TMS(232) 4TMS(188,216)   166.02 2654327 0.11
Citrat 4TMS(273)       192.11 15660880 0.57
Cystein 3TMS(218,220)       171.90 20872964 0.86
Fructose 1MeOX5TMS(103,217) 1MeOX5TMS(307)     361.78 58156927 1.13
Glucose 1MeOX5TMS(205,319) 1MeOX5TMS(205,319)     161.78 37755690 1.64
Glutamat 2TMS(174) 3TMS(156)     576.87 7145517 0.09
Glutamin 3TMS(156)       163.29 7068864 0.31
Glycin 2TMS(102) 3TMS(174)     181.33 18341043 0.71
Glycolat 2TMS(133,161,177)       200.00 10013225 0.35
Homoserin 3TMS(128,218) 4TMS(146)     197.65 29688624 1.06
Isoleucin 2TMS(158,218)       162.44 28412863 1.23
Lactat 2TMS(117)       195.00 16727420 0.60
Leucin 2TMS(158)       177.10 21238730 0.84
Lysin 3TMS(174,200) 4TMS(156,230)     162.19 26668893 1.16
Maleat 2TMS(215,245)       167.00 1546857 0.07
Malat 3TMS(233)       217.31 10930942 0.35
Malonat 2TMS(233)       173.49 1797874 0.07
Methionin ByPr(104) 2TMS (177,250,293)     162.15 8692174 0.38
Norvalin 2TMS(144) 3TMS(216)     166.84 17549841 0.74
Ornithin(Arginin) 4TMS(142)       165.52 140128 0.01
Phenylalanin 1TMS(120)       160.97 4200725 0.18
Phosphat 3TMS(299)       167.16 14805976 0.62
Prolin 1TMS(70) 2TMS(142,216)     164.17 26491637 1.14
Pyruvat 1MeOX1TMS (115,174)       232.73 8864406 0.27
Serin 2TMS(116,132) 3TMS(204,218) ByPr(114)   175.24 1963105 0.08
Succinat 2TMS(129,172)       221.04 5789757 0.18
Sucrose 8TMS(271,319,451,437)       195.56 42037430 1.51
Threonin 2TMS(117) 3TMS(117)     168.07 13434597 0.56
Trehalose 8TMS(103)       169.31 16754654 0.70
Tryptophan 2TMS(202) 3TMS(202)     160.78 34844168 1.53
Tyrosin 2TMS(179) 3TMS(218,280,354)     159.12 26261953 1.16
Valin 1TMS(72) 2TMS(144,218)     166.84 28580048 1.21
Ribitol 5TMS(103)       22.49 3192108 1.00
M I X  2  
2-Aminobutyrat 2TMS(130) 3TMS(202)     36.66 10755525 2.09
CycloLeucin 2TMS(84) 3TMS(156)     19.60 7854498 2.85
Cytosine 2TMS(240,254)       20.34 3426648 1.20
Galactosamin 1MeOX7TMS(159) 5TMS(1
1MeOX6
(203,304)  7529696TMS(203) 59) 
TMS
20.22 0.26
Glucono-1,5-lacton 2(217)     34300724TMS(319) 21.90 1.11
Glycerate       16537153TMS(189) 18.23 0.65
Mannitol       42353226TMS(205) 24.70 1.22
Fumarate       39521102TMS(245) 19.81 1.42
Glucosamin S?(203,204) 1MeOX6TMS?(159) 1MeOX6T )   34613731MeOX6TM MS?(203 20.87 1.18
Glutarate        7890902TMS(261) 19.98 0.28
Glycerol 5)       50808683TMS(103,117,20 17.81 2.03
Lactose 7,205,217) 1MeOX8TMS(191,204)     142375491MeOX8TMS(103,11 20.21 5.01
Diaminopimelat 0,272)       41750214TMS(20 20.50 1.45
Maltose 1MeOX 8TMS(204)     77597771MeOX 8TMS(204) 19.37 2.85
Mannose 5,217,319)       92421591MeOX5TMS(103,20 19.53 3.37
N-Acetylglutamat 84,158,216)     53759873TMS(274,289,361) 2TMS( 22.62 1.69
N-Acetylglutamin     7111262TMS(144,156,215)   21.36 0.24
Nicotinamide 136,179)     2959265ByPr(151) 1TMS( 20.64 1.02
Ornithine       36699734TMS(142) 11.86 2.20
Oxalate       201002TMS(190) 21.19 0.01
Urea       10027062TMS(171) 21.30 0.33
Ribitol       31611015TMS(103) 22.49 1.00
M I X 3 
2-Deoxyribose-5-phosphat 7)       1815791MeOX5TMS(35 15.64 0.14
2-Phosphoglycerat ,387)       8536974TMS(227,315,357 15.55 0.67
3-Phosphoglycerat        2117664TMS(315,369,459) 19.09 0.14
6-Phosphogluconat       102497TMS(387) 10.84 0.01
Erythrose-4-phosphat 357) 1MeOX4TMS(357)     5913811MeOX4TMS( 18.88 0.38
Fructose-6-phosphat 315,357,459)       7716651MeOX6TMS( 11.76 0.80
Ribulose-5-phosphat S(357) 1MeOX5TMS(357)     15454431MeOX5TM 13.20 1.43
Xylulose-5-phosphat MS(315) 1MeOX5TMS(357)     13889471MeOX5T 17.35 0.98
Glucose-6-phosphat 387) 1MeOX6TMS(357,387)     3801561MeOX6TMS( 14.18 0.33
Glycerol-1-phosphat       3595614TMS(357) 19.44 0.23
Glycerol-2-phosphat       9650204TMS(243) 18.52 0.64
Glyceronphosphat 00) 1MeOX3TMS(315,400)     1800411MeOX3TMS(315,4 20.01 0.11
Phosphoenolpyruvat        1812003TMS(369,387,459) 22.11 0.10
Ribose-5-phosphat 5,403) 1MeOX5TMS(315,403)     5897161MeOX5TMS(31 12.90 0.56
Ribitol     55194585TMS(103)   67.35 1.00Tabelle 3.3 nisse der externen Qua rung. F e Besti ng von
Responsefak wurden zunächst Signale von allen Der n eines boliten
summiert. Dann wurden die Signalintensitäte  Metab  aus d inearen
Bereich des  durch die Signalintens bit eteilt. Anschließend
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rne Quantifizierung MIX1 Inte
Metabolite In R2 b/a 
in1
(nm
inderZelle
(mmol/L)  tesität a b 
mLMeOH
ol/L) 
RFrib. 
(mol/mol)
 2-Oxoglutarat 381332 0.99813 18.816 1.04 51159748 20266 37.63 0.2
Alanin 8 1863878 0.98421 319.264 19.375296233 583 703.10 0.06
Arabinose -33147 0.99967 -0.096 nicht nicht linear r76326 344137  linear nicht linea
Asparagin -39586 0.99796 -1.457 nicht nicht linear r6519 27160  linear nicht linea
Aspartat 80 631181 0.98881 18.148 1.04 22009984 347 37.66 0.4
Citrat 5 472587 0.98021 5.544 0.37501435 8524 13.31 0.30
Cystein 3308 -20466 0.90617 -6.186 nicht nicht linear991  linear nicht linear
Fructose 875798 0.98493 3.306 0.41105691 264949 14.95 0.06
Glucose 3 10662755 0.99102 122.057 6.800477820 87359 246.83 0.98
Glutamat 6 22341413 -0.98268 -321.780 nicht nicht linear4288155 -69431  linear nicht linear
Glutamin 1 59 6124649 -0.67127 -548.833 nicht nicht linear7601324 -111  linear nicht linear
Glycin 14 2112495 0.97666 32.493 2.034922938 650 73.65 0.53
Glycolat 39823 3446 0.99999 0.087 5.96E-03 .8021773 0.22 0
Homoserin 08 756578 0.98803 5.217 0.36 41043251 1450 12.89 0.6
Isoleucin 143790 350121 0.99065 2.435 0.14227119 4.94 0.37
Lactat 3 16900 10541467 0.70318 623.767 41.89 60653015 1520.43 0.1
Leucin 520274 213833 580784 0.690.98267 2.716 6.01 0.17
Lysin 9708839 117516 3527936 70.99676 30.021 1.6860.86 1.2
Maleat 72050 8870 23407 0.99980 2.639 0.155.51 0.10
Malat 5159248 34434 1875981 0.99739 54.480 147.99 4.08 0.28
Malonat 1074 7572 -8520 0.99902 -1.125 nicht linear nicht linear nicht linear
Methionin 48507 26514 3293 0.99936 0.124 0.25 6.93E-03 1.53
Norvalin 74306 94799 225468 0.98181 2.378 4.96 0.14 0.12
Ornithin 41494 58 14928 0.74472 256.967 531.65 14.65 6.2E-04
Phenylalanin 275366 62932 306524 0.97825 4.871 9.80 0.27 0.22
Phosphat 21763835 14315 7638980 0.92873 533.631 1115.01 30.72 0.16
Prolin 5906985 104379 2325194 0.99425 22.276 45.71 1.26 1.03
Pyruvat 818545 39448 196555 0.99433 4.983 14.49 0.40 0.45
Serin 810373 14349 318042 0.98068 22.164 48.55 1.34 0.13
Succinat 8566392 16714 3005640 0.99846 179.832 496.87 13.69 0.14
Sucrose 73728 165161 92810 0.99922 0.562 1.37 0.04 0.43
Threonin 418710 54981 142612 0.99978 2.594 5.45 0.15 0.61
Trehalose 22457551 13414 7851888 0.88727 585.363 1238.86 34.13 0.14
Tryptophan 128146 12815 94684 0.81667 7.389 14.85 0.41 0.07
Tyrosin 814761 190225 695344 0.99319 3.655 7.27 0.20 0.89
Valin 1654363 135984 941713 0.98764 6.925 14.44 0.40 0.91
Ribitol 2825300               
MIX2 Interne Quantifizierung 
Metabolite Intensität a b R2 b/a 
in1mLMeOH
(nmol/L) 
in der Zelle
(mmol/L) 
RFrib. 
(mol/mol) 
2-Aminobutyrat 244482 98905 96246 0.99890 0.973 1.78 0.05 1.17
CycloLeucin 1266 77392 -1217 0.99831 -0.016 nicht linear nicht linear nicht linear
Cytosin 47631 68474 19559 0.99944 0.286 0.29 0.01 1.40
Galactosamin 9657 108974 1403 0.99948 0.013 0.01 3.6E-04 6.33
Glucono-1,5-lacton 228302 51012 91983 0.99800 1.803 1.97 0.05 0.99
Glycerat 23538 22429 9904 0.99888 0.442 0.40 0.01 0.50
Mannitol 10719 85133 2524 0.99840 0.030 0.04 1.0E-03 2.50
Fumarat 208173 34373 81055 0.99957 2.358 2.34 0.06 0.76
Glucosamin 23521 170819 10703 0.99983 0.063 0.07 1.8E-03 3.07
Glutarat 1243 11894 590 0.99936 0.050 0.05 1.4E-03 0.21
Glycerol 15023961 122390 5891602 0.83177 48.138 42.86 1.18 2.99
Lactose 9940 124900 -13672 0.99006 -0.109 nicht linear nicht linear nicht linear
Diaminopimelat 82458 90702 3572 0.97904 0.039 0.04 1.1E-03 17.44
Maltose 194715 48114 63086 0.98944 1.311 1.27 0.03 1.31
Mannose 115766 124153 50753 0.99853 0.409 0.40 0.01 2.48
N-Acetylglutamat 1511105 75575 580578 0.99701 7.682 8.69 0.24 1.49
N-Acetylglutamin 426219 42077 161301 0.99096 3.833 4.09 0.11 0.89
Nicotinamid 295279 38286 112509 0.99841 2.939 3.03 0.08 0.83
Ornithin 246119 49613 91287 0.99831 1.840 1.09 0.03 1.93
Oxalat 714 162 147 0.92297 0.909 0.96 0.03 0.01
Urea 480869 2101 181490 0.58825 86.377 91.98 2.53 0.04
Ribitol 2629445               
 
 
Tabelle 3.4. 
Interne Quantifizierung. Die ursprüngliche Konzentration im C. glutamicum
Rohextrakt wurde mit Hilfe der Methode der Standardaddition bestimmt. Die
Extrapolation wurde mit der Methode der kleinsten Quadraten ermöglicht.
Steigung(a), Schnittpunkt(b) und der R2-Wert sind ebenfalls angegeben. 
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Abb.3.15. Kalibrationskurven 
der internen Quantifizierung. Mi
ist der Standardextrakt 
C.glutamicum WT ATCC 13032
bei
t x
von
ohne addierte Standardlösungen
markiert. 
 
 
 
76 
Ergebnisse und Diskussion 
Bei Verwendung der Standardmethode wurden unter Quantifikationssgrenze die 
Konzentrationen für Asparagin, , Ma Im nicht li aren Bereich 
befanden sich Arabinose, Fructose, Norvalin henylalanin, Methionin, 
Citrat, Tryptoph  Glutamin. Üb  Qua lag die Konzentration von 
Glutamat. Aus diesem Experiment lässt sich der Arbeitsbereich der Quantifizierung 
abschätzen. Die Quantifizierungsgrenze liegt na ich, die 
Signalintensität beträgt dabei ca. Einhe reng linea ab ca. 
0·103-50·103 Einheiten an, was aber für alle Komponenten unterschiedlich und spezifisch 
t. Im linearen Bereich befinden sich ca. 80% aller Metabolite, ca. 10% können nicht 
uantifiziert werden. Da es das Ziel der Arbeit war, mit der analytischen Methode nur 
nterschiede im Metabolom bei einem Vergleich zwischen Mutanten und dem Wildtyp 
ststellen zu können, reicht eine relative Quantifizierung, unter anderem auch im nicht 
treng linearen Bereich, aus. Für eine genauere Quantifizierung und eine absolute 
uantifizierung müssen in jedem Experiment für jede Substanz Kalibrationskurven mit Hilfe 
apitel 3.6.2. gezeigt. 
Das Hauptzie ics Ansat elativ kurzen 
Zeit analysieren zu können. Dies ist nur dann möglich, wenn ein Kompromiss zwischen der 
Anzahl der analysierten Komponenten, die verschiedener chemischer r sind, und der 
benötigten Analysezeit auf der einen Seite und der Vollständigkeit der raktion und der 
genauen Quantifizierung auf der anderen Seite, geschlossen w
 
3.6. Metho rung  
3.6.1 GC-Einspritztechnik 
 
Die Einspritz  ein wichtiges Element, weil falsche Einspritzbedingungen 
die Qualität der chromatographischen Tren gen u räzi er q itativen Analyse 
sehr stark ve  [46]. Um  zu vermeiden, wurden in der ersten Phase 
der Analyseentwicklung in dieser Richtung einige Versuche un mme unächst musste 
entschieden werden, welche generelle Technik benu erden sollte. Es bieten sich die drei 
am häufigsten verwendeten Einspritzbedingungen an
1. Split oder Splitless mit einfachem Split-/Splitle jekto ) 
2. On-Co
3. PTV ( ed temperature va g) 
Cystein lonat gefunden. ne
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ntifikationsbereich an, er dem
 knapp unter dem 
iten. Der st
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re Bereich fängt  1000 
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Q
von der Methode der Standardaddition bestimmt werden. Für die absolute Quantifizierung ist 
zusätzlich sehr wichtig, dass die Metabolite vollständig aus der Zelle extrahiert werden. Dass 
keine vollständige Extraktion bei der Methode vorhanden ist, wird in K
l des metabolom zes ist alle Metabolite innerhalb einer r
Natu
 Ext
ird. 
denetablie
technik ist in der GC
nun nd P sion d uant
rschlechtern können  das
terno n. Z
tzt w
:  
ssin r (SSL
lumn 
programm porizin
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Eine kalte on g wird für zuverlässigste Technik der Probendosierung 
in der Kapillar-GC gehalten. Wenn sie tig ausgeführt wird, schliesst die direkte 
Einführung der Probe in die ofenthermostatisierte Säule Verluste von nmaterial aus. 
Die quantitat praktisch ke Diskriminierung 
einzelner Su d andere Abweichungen gibt. Bei diesem einfachen und klaren 
Konzept sind che an Erfahrung ach niss n Fehlern 
kleiner als be spritztechniken mit enverdampfung. Für labile Verbindungen ist 
diese Techn mal, da die Einspritzung keinen thermischen Stress ausübt. Das 
Probenvolumen kann theoretisch von 0.2µL bis 200µ chen.  Hau blem bei dieser 
Einspritztechnik rufen schmutzige Probe  unflüchtigen 
Verbindungen hervor, so dass  eine hä e Sanierung der Säule nötig ist. Gewisse 
Kombinationen von Lösungsmitteln und flüchtigen Verbindungen führen zu schweren 
Peakdeforma e unvollstän Fokussierung robe lvent trapping). 
Oft kann dies nur vermieden werden, indem das Einspritzvolumen solange verkleinert wird, 
bis die Prob keit auf die Trennung der Komponenten keinen merklichen Einfluss 
mehr ausübt. Dies ist oft nur mit Spli ritzung möglich. Die beschriebenen 
negativen Effekte sind von den zu analysierenden C. glutam ben zu erwarten, die 
eine sehr vielfältige Zusammensetzung auch von leicht flüchtigen Komponenten haben und 
als Lösungsm ochsiedendes Gemisch aus polarem Pyridin (Siedepunkt 
115.20C) und sehr polarem MSTFA (Siedepunkt 130-1320C) benutzt wird. Darüber hinaus 
sind die Proben stark mit unflüchtiger Matrix belastet
Die Splitinjektion gilt als die einfachste in der Handhabung. Die Probe wird in einen  heissen 
Injektor einge die entstehenden Dämpfe durch den Split geteilt: Ein kleiner Teil 
wird durch das Trägergas auf die Trennsäule übertragen. Der Hauptteil wird durch den 
Splitausgang s Verda rs ab rt. D oben fe werden aus 
wei Gründen geteilt: 1) zur Vermeidung einer Säulenüberladung und 2) zur Erzeugung 
spritzung durchgeführt. Da 
die Probe komplett auf die Säule übertragen wird, erhöht sich die Empfindlichkeit der Säule 
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scharfer Anfangsbanden. Die Splitflüsse betragen normalerweise 1:25 bis 1:100. 
Unabhängig von dem Lösungsmittel und der  Anfangstemperatur der Säule bekommt man 
bei Verwendung dieser Einspritztechnik eine hervorragende Trennungen. Für die 
quantitative Analyse muss die Technik aber bei jeder Probenart auf Präzision getestet 
werden. Die präzise quantitative Analyse von Gemischen mit sehr unterschiedlichen 
Komponenten kann sehr schwierig sein, weil die Gefahr der nicht-linearen Aufteilung von 
verschiedenen Stoffe im Injektor zu hoch ist.  
 
Eine splitlose Einspritzung wird ohne Splitfluss während der Ein
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erheblich. Dabei muss die ganze Probe mit einem relativ kleinen Gasfluss auf die 
Trennsäule übertragen werden. Dieser Prozess ist zeitaufwändig. Die am häufigsten 
en, die schwer mit 
 neuen PTV-Einspritztechnik wird die Probe in einen kalten Injektor 
nenten. Die PTV-splitlose Technik erlaubt Einspritzungen von 20-30µl. 
as Abdampfen des  Lösungsmittels dauert dabei länger, aber Verluste flüchtiger 
Komponenten sind ausgeschlossen. Die PTV-splitlose Einspritzung wird durch unflüchtiges 
klassische splitlose Einspritzung. Es ist auch zu 
rwarten, dass die PTV-Einspritzung die Analyse labiler Verbindungen durch Abwesenheit 
auftretende Probleme sind Peakverbreiterung und –deformation , Zersetzung labiler 
Komponenten und Matrixeffekte wie Adsorption. Dies alles sind Folgen des längeren 
Aufenthaltes der Probe im heissen Injektor. Für die vorliegenden Prob
Matrix belastet sind und viele labile Verbindungen enthalten, kommt diese Technik daher 
nicht in Frage. 
Bei der relativ
eingespritzt und anschließend wird die Temperatur vom Injektor sehr schnell erhöht und die 
auf diese Weise verdampfte Probe wird mit oder ohne Split in die Trennsäule weitergeleitet. 
Die verzerrte Zusammensetzung der analysierten Probe (Diskriminierung), die durch die 
teilweise Verdampfung von Probe aus der Spritzennadel hervorgerufen wird - ein Problem 
bei der klassischen Splitinjektion - ist ausgeschlossen. Bei der PTV-solvent-split-
Einspritzung wird zuerst das Lösungsmittel bei relativ niedriger Temperatur im Injektor 
abgedampft und anschließend der Rest der Probe verdampft und in die Trennsäule 
weitergeleitet. Mittels PTV-solvent-split oder large-volume-injection (LVI) Einspritzung 
können mehr als 100µL Probe dosiert werden, vorausgesetzt die Probe enthält keine 
hochflüchtigen Kompo
D
Probenmaterial weniger gestört als die 
e
des thermischen Stresses im kalten Injektor wesentlich verbessert. Dabei ist jedoch sehr 
wichtig, dass das Injektorröhrchen sehr gut deaktiviert ist. Da in den Proben ein sehr großer 
Überschuß von MSTFA vorliegt, ist dies kein Problem, da mit jeder Einspritzung im Injektor 
jede Oberfläche nachsilyliert wird. Ein Nachteil ist, dass der Einsatz der PTV-Einspritzung 
komplizierter als die klassische SSL-Methode ist, weil die Wahl geeigneter Säulen- und 
Injektortemperaturen und die Wahl der passenden Dauer der isothermen Anfangstemperatur 
des Injektors erforderlich sind. 
Durch den praktischen Vergleich der verschiedenen Einspritztechniken - unter anderem für 
hoch mit Matrix belastete biologische Proben- wurden deutliche Vorteile bei der Verwendung 
der PTV-Technik gezeigt [72-74]. Darüber hinaus ist eine large-volume-Einspritzung für die 
Minimierung des Probenvolumens der Bakteriensuspension die beste Alternative. 
Basierend auf den oben dargelegten Überlegungen musste für die analytische Methode 
entweder die klassische Split oder die neue PTV Einspritztechnik gewählt werden. Als 
wichtiger Parameter wurde unter anderem die Präzision der Messung verwendet. 
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Beide Injektoren wurden mit parallelen Einspritzungen von derivatisierten C.glutamicum 
Rohextrakten auf Präzision geprüft (Tabelle 3.5). 
 
Tabelle 3.5. Vergleich von PTV und Split Einpritztechniken.   
Metabolite 
SSL, 
sd% 
PTV,Leer,
sd% 
PTV,Watte, 
sd% 
2-Oxoglutarat 3.6 8.8 5.0 
2-Aminobutyrat 24.9 19.1 9.0 
Alanin 9.2 4.6 3.8 
Trehalose 3.8 9.2 8.5 
Citrat 3.2 10.4 7.5 
Cycloleucin 5.6 9.3 5.0 
Fructose-6-phosphat 10.9 12.8 10.8 
Glycerat 2.5 3.9 10.3 
Fumarat 2.4 14.4 4.2 
Glucose 1.7 11.1 6.2 
Glutamat 1.5 9.9 1.8 
Glutamin 14.8 4.5 3.9 
Glycerol 2.4 6.3 2.3 
Glycin 2.8 7.2 4.6 
Lactat 6.9 11.6 3.8 
Aspartat 16.1 18.7 6.9 
Homoserin 8.6 12.7 6.7 
Isoleucin 12.5 14.3 9.2 
2,6-Diaminoheptandioat 8.2 12.0 8.1 
Leucin 32.9 16.7 7.7 
Lysin 2.2 3.9 5.0 
Prolin 47.1 11.5 4.6 
Threonin 2.9 7.4 8.0 
Valin 8.3 12.8 7.9 
Malat 3.9 6.5 7.2 
N-Acetylglutamat 6.9 6.8 4.3 
N-Acetylglutamin 13.2 11.1 7.5 
Nicotinamid 5.4 12.4 2.0 
Ornithin 5.2 6.9 5.5 
Phosphat 6.3 10.4 6.2 
Pyruvat 3.9 46.1 13.5 
Serin 5.7 6.3 5.4 
Succinat 1.3 9.5 4.0 
Tryptophan 7.6 7.5 4.0 
Tyrosin 4.0 5.3 4.2 
UMP 18.4 8.2 4.3 
Uracil 27.0 45.9 5.9 
Urea 8.0 10.5 1.3 
Mittlere Standardabweichung 
  9.3 11.8 5.9 
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Die schlechte Reproduzierbarkeit bei der Arbeit mit leerem PTV-liner (Injektorröhrchen) kann 
dadurch erklärt werden, dass die Probe beim Verdampfen nicht im leeren Injektorröhrchen 
festgehalten wurde. Der PTV-liner ist enger als der normale Split-liner (2mm zu 5mm). Bei 
einem Trägergasfluss von 25mL/min wird die Probe zum Boden des Injektors gezogen und 
von dort abgedampft. Dies ist ungünstig, weil der Eingang der Säule sich über dem Boden 
befindet und weil die optimal beheizte Zone des Injektors sich in der Mitte des Liners 
befindet. Das Problem wurde durch Packung des Liners mit detaktivierter Glaswatte gelöst. 
Auf diese Weise wurde im Durchschnitt für alle Metabolite eine bessere Reproduzierbarkeit 
als für die Split-Einspritztechnik erreicht. 
3.6.2. Extraktion 
Bei der Untersuchungen von Metaboliten werden am häufigsten sechs verschiedene 
Methoden mit Variationen verwendet:  
-Extraktion mit heissem Ethanol 
-Extraktion mit heissem Methanol 
-Extraktion mit kaltem Methanol 
lkalische Extraktion 
-Extraktion mit Perchlorsäure 
-a
-Methanol/Chloroform Extraktion 
 
Bei den Extraktionen mit heissem Ethanol [28] und Methanol [23] werden die Zellen bei 
Temperaturen nah der Lösungsmittelsiedepunkte lysiert und während der Lyse die 
Metabolite extrahiert. Bei der kalten alkoholischen Extraktion werden die Zellen in einem 
Gemisch von 50% Methanol im Wasser durch Einfrieren und Wasserkristallbildung lysiert 
[75]. Ein gleicher Ansatz wird auch für die Methanol/Chloroform Extraktion mit einem 
Gemisch von Methanol:Chloroform:Wasser 2.5:4:2 (v) verwendet [76].  
Die kalte Perchlorsäure-Extraktion wird mit 35% (v/v) HClO4 durchgeführt. Anschließend 
wird die Probe mit 5M K2CO3 neutralisiert [27, 77, 78]. Die alkalische Extraktion wird mit Hilfe 
von 0.1N KOH bei 800C durchgeführt und anschließend mit 0.5N HClO4 neutralisiert [79].  
 
Bei Verwendung von alkoholischen Extraktionsmitteln ergeben sich folgende Vorteile.  Es ist 
davon auszugehen, dass bei diesen Methoden fast alle Proteine denaturiert und ausgefällt 
werden. Metabolite werden keinen großen pH Änderungen unterzogen und zu einer Probe 
keine Salze zugegeben, die z.B. für weitere Derivatisierungsschritte für die GC-MS-Analyse 
oder bei LC-MS-Analysen mit der ESI-Ionisationstechnik nicht erwünscht sind. Weitere 
Aufkonzentrierungsschritte sind relativ leicht durchzuführen, da diese Lösungsmittel relativ 
flüchtig sind. Ein Vergleich von verschiedenen Extraktionsmethoden hat gezeigt, dass 
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alkoholische Extraktionen im Durchschnitt für alle die Metabolite vollständiger sind [75], was 
im Hinblick auf die Problematik der Metabolomanalyse von Vorteil ist. Obwohl eine 
enzymatische Zersetzung von Trehalose bei alkoholischer Extraktion mit 50% Ethanol 
vermutet wurde [80], konnte es bei dem direkten Vergleich von verschiedenen Extraktionen 
nicht bewiesen werden [75]. Es gibt auch keine direkten Beweise für die Zersetzung anderer 
vorgang auf eine 
ffektive Befreiung von Metaboliten aus einer nicht löslichen Matrix. Zur Erhöhung der 
Metabolite bei dieser Art der Extraktion. Im Prinzip zielt ein Extraktions
e
Vollständigkeit und Reproduzierbarkeit der Extraktion kann eine hohe Temperatur und eine 
zusätzliche Behandlung der Probe mit Ultraschall beitragen. Das einzige Problem bei der 
methanolischen Extraktion ist die begrenzte Löslichkeit von sehr polaren Metaboliten in 
reinem Methanol. Um abzuschätzen, wie vollständig Metabolite sich nach dem 
Zellaufschluss in Methanol lösen, wurden nach einem normalen Extraktionsvorgang 
sukzessiv weitere Extraktionsschritte durchgeführt. 
 
 
Tabelle 3.6. Zusammenfassung der Experimente mit verschiedenen zusätzlichen 
Extraktionsschritten. 
Extraktionsschritte 
Probenbezeichnung 1 2 3 
X 
Zellaufschluss und 
Extraktion mit 3mL 
Methanol, 15min 
700C, Ultraschall - - 
A 
wie X, Extrakt 
wurde 
verworfen 
3mL Methanol, 
15min 
700C, Ultraschall - 
B wie A 
3mL Methanol, 
15min  
Raumtemperatur - 
C wie A 
3mL Wasser, 15min 
Raumtemperatur - 
D wie A 
Extrakt wurde 
verworfen 
3mL Methanol, 
15 min  
Raumtemperatur 
3mL Methanol, 
15min  
Raumtemperatur, 
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Tabelle 3.7. Ergebnisse des Experimentes mit verschiedenen zusätzlichen Extraktionsschritten. 
Nach dem ersten Extraktionsschritt wurden die unlöslichen Zelltrümmer erneut extra
analysiert. In der Tabelle sind Prozent in Bezug auf die erste Extraktion angege
hiert und 
ben. Die 
Extraktionsvorgänge sind in der Tabelle 3.6 spezifiziert. 
Metabolite A%vonX B%vonX C%vonX D%vonX 
2-Oxoglutarat 16.4 10.9 10.9 3.6 
2-Aminobutyrat 3.4 2.6 3.0 0.6 
3-Phospho-D-glycerat 0.4 1.1 292.5 0.2 
5-Amino-4-oxopentanoat 8.8 5.7 11.2 1.9 
5-Oxoprolin 10.2 8.5 9.4 5.3 
Alanin 1.8 1.4 3.7 0.4 
Trehalose 12.2 10.8 18.2 5.0 
AMP 2.4 0.2 171.7 0.4 
β-Alanin 3.7 3.4 8.1 1.4 
Pentadecanoat 28.0 19.6 25.7 51.7 
Hexadecanoat 29.6 21.8 20.0 24.6 
Hentriacontanoat 122.8 149.2 191.8 226.4 
cis-9-OctadecenoatMeO 36.7 14.2 15.7 19.8 
Citrat 11.0 8.6 150.2 9.3 
Cytosin 9.7 9.9 52.8 0.8 
Fructose-1,6-bisphosphat 3.0 2.6 1269.3 40.6 
Fructose-6-phosphat 8.1 4.4 36.0 1.0 
Glucono-1,5-lacton 13.2 18.7 17.8 7.7 
Glycerat 6.3 4.8 21.3 5.5 
Mannitol 21.3 4.3 10.8 2.0 
Ribulose-5-phosphat 0.0 0.0 1.3 0.0 
Xylulose 4.6 4.3 5.6 1.4 
Xylulose-5-phosphat 0.4 0.6 22.2 0.0 
Fructose 74.2 6.1 3.0 4.4 
Fumarat 7.0 9.5 41.5 6.1 
Glucose 42.0 37.3 8.4 8.5 
Glucose-6-phosphat 7.5 5.8 66.8 1.3 
Glutamat 46.1 28.0 88.0 6.0 
Glutamin 3.4 0.4 8.2 0.0 
Glutarat 507.6 279.5 341.8 282.4 
Glycerol 6.3 5.9 51.3 2.3 
Glycerol-1-phosphat 10.1 11.0 10.1 0.4 
Glycerol-2-phosphat 1.4 0.9 1.5 0.0 
Glyceronphosphat 0.1 0.5 3.2 0.0 
Glycin 7.0 6.5 25.9 3.2 
Glycolat 18.6 13.1 24.9 13.7 
Homocystein 18.0 8.5 78.5 3.5 
Lactat 8.5 9.1 15.6 5.2 
Asparagin 0.8 0.9 2.3 2.1 
Aspartat 23.2 20.4 46.4 9.3 
Homoserin 8.6 6.1 8.4 1.6 
Isoleucin 4.8 3.4 3.6 1.1 
Leucin 5.7 4.4 0.5 1.1 
Lysin 2.3 1.3 33.4 0.5 
Prolin 7.6 6.0 8.5 1.4 
Threonin 4.5 3.9 8.7 1.3 
Valin 4.8 3.8 4.8 1.3 
Malat 8.3 5.5 33.5 4.1 
Maltose 5.9 4.2 5.9 1.3 
Mannose 28.2 30.2 61.3 10.5 
N-Acetylglutamat 10.4 8.8 9.6 1.1 
N-Acetylglutamin 3.7 3.2 10.8 0.8 
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Nicotinamid 19.9 5.9 131.2 5.8 
Octadecanol 18.1 19.4 32.2 32.0 
Ornithin 4.1 2.9 56.4 1.0 
Oxalat 77.9 81.3 168.8 134.5 
Phosphat 23.3 21.7 181.1 37.7 
Pyrophosphat 4.9 5.8 74.3 1.6 
Pyruvat 47.1 27.1 23.3 9.6 
Ribitol 24.3 23.1 15.8 11.9 
Ribose-5-phosphat 0.1 0.1 9.8 0.0 
Ribose 14.3 8.1 22.0 6.8 
Serin 3.8 4.6 15.2 3.2 
Succinat 4.2 4.0 7.3 0.8 
Sucrose 37.9 14.7 230.8 24.8 
Tetradecanol 3.5 2.1 5.4 17.4 
Tryptophan 6.0 3.5 6.8 0.8 
Tyrosin 3.8 3.4 7.5 0.7 
Uracil 11.7 9.9 35.7 39.0 
Urea 44.3 56.5 1.7 34.3 
Trehalose-6-phosphat 7.6 4.3 23.1 1.2 
 
Eine Extraktion wurde dann als unvollständig angesehen, wenn in einer der vier folgenden 
Extraktionsschritte ein Metabolitgehalt über 5% des Wertes bei der ersten Extraktion 
gemessen wurde. Wie man aus dem Vergleich von aller Proben sehen kann, wurden mit 
reinem Methanol nur 12% aller Metabolite nach oben stehender Definition vollständig 
extrahiert. Ein zusätzlicher Extraktionsschritt mit hoher Temperatur und Ultraschall (Probe A) 
tionseffektivität gegenüber der 
Probe B (Methanol, RT) erhöht wurde. Die betroffene Komponenten waren Glutamin, 
arose, Fructose, Mannitol, 
rehalose-6-phosphat, Fructose-6-phosphat, AMP, Nicotinamid. 
hat dazu geführt, dass für 12% der Komponenten die Extrak
Glutamat, Homocystein, Tryptophan, Pyruvat, Glutarat, Sacch
T
Die Abnahme wurde von Glyceronphosphat und für 3-Phosphoglycerat beruht  vermutlich 
auf ihrer Zersetzung. 
Ein Vergleich der mit Wasser und mit Methanol durchgeführten Extraktionen hat folgendes 
gezeigt. Nur 7% aller Komponenten wurden besser mit reinem Methanol extrahiert: 
Harnstoff, Pyruvat, Leucin, Glycerol-1-phosphat, Glucose und Fructose. 
Für weitere 17% gab es keinen Unterschied: N-Acetylglutamat, Valin, Prolin, Isoleucin, 
Homoserin, Xylulose, Oktadecensäure, Hexadekansäure, 5-Oxoprolin, 2-Aminobutyrat und 
2-Oxoglutarat. 
Die restlichen 76% wurden besser mit Wasser extrahiert. Hierbei lässt sich eine Korrelation 
zwischen Löslichkeit und Polarität beobachten. Beispielsweise wurde das sehr polare 
Fructose-1,6-biphosphat mit Wasser ca. 600 mal besser extrahiert als mit Methanol. Das 
relativ lipophile Leucin wurde ca. 8 mal besser mit Methanol extrahiert. Aus diesem 
Experiment lässt sich eine Strategie zur Optimierung der Extraktion ableiten. Die erste Stufe 
der Extraktion mit heissem Methanol und Ultraschall ermöglicht den Zellaufschluß und die 
Befreiung von Metaboliten aus der unlöslichen Matrix, die Zugabe von Wasser 
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vervollständigt die Extraktion. Es besteht immer die Gefahr, dass einige Enzyme nach der 
Zugabe von Wasser wieder aktiv werden, deswegen sollte dies bei einer niedrigen 
Temperatur erfolgen. 
Es 
urde versucht, die Proben in einem Exsiccatormodus ohne Rotation abzudampfen. Bei 
hoher Konzentration des Extraktes wurde, im Gegensatz zu verdünnten methanolischen 
Extrakten, kein explosives Sieden beobachtet. Die Verteilung einer Probe in Form eines 
dünnen Films auf der relativ großen Oberfläche eines Reaktionsgefäßes war vergleichbar 
mit dem Trocknen im Stickstoff.  
3.6.4. Derivatisierung 
 
Die Derivatisierung spielt bei der GC-Analyse von biologischen Proben eine sehr wichtige 
Rolle. Erstens ist es möglich bei der Zuckeranalyse die Anzahl von Zuckerisomeren stark zu 
reduzieren, was die Komplexität des Chromatogramms deutlich verringert [43-45]. Dies wird 
 
3.6.3. Abdampfen des Lösungsmittels 
 
Das Abdampfen des Lösungsmittels sollte möglichst schnell sein und bei relativ niedriger 
Temperatur durchgeführt werden. Noch wichtiger ist, dass beim Abdampfen eine Probe 
möglichst wenig Luftkontakt hat. Das soll unerwünschte oxidative Reaktionen und die 
Hydrolyse von Komponenten verhindern. Das restliche Wasser muss vollständig entfernt 
werden, da die folgenden Derivatisierungsreaktionen wasserfrei durchgeführt werden 
müssen. Eine gut geeignete und ziemlich verbreitete Methode ist das Abdampfen eines 
Lösungsmittels unter einem leichten Stickstofffluß. Zunächst wurde diese Methode 
angewendet. Bei dem steigenden Probendurchsatz und relativ hohen Preisen für 
Flaschenstickstoff wurde der Stickstoffverbrauch durch das Abdampfen des Lösungsmittels 
in einem Vakuum-Konzentrator (SpeedVac) vermindert. Während des Abdampfprozesses 
unter Vakuum werden die Probenansätze schnell rotiert, um durch Zentrifugalkräfte ein 
explosives Sieden von einem Lösungsmittel zu unterdrücken. Dadurch bildet die Probe 
jedoch am Boden des Reaktionsgefäßes eine kompakte polymerähnliche Masse. Ein 
weiterer Nachteil des Rotationsvakuumkonzentrators war die mit der Zeit bis auf 500C 
steigende Temperatur, die teilweise zur Polymerisierung der Probenmasse beitrug und 
dadurch ein vollständiges Entfernen des restlichen Wassers verhinderte. Bei diesem 
Probenzustand konnte das restliche Wasser mit Hilfe eines azeotropen Abdampfens durch 
Zugabe von Dichlorethan vollständig entfernt werden. Diese Probenverteilung führte 
trotzdem zu Problemen beim auschließenden Lösen von Probenmaterial in Pyridin. 
w
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durch eine Oximierungsreaktion erreicht (Abb.3.16). Als Oximierungsreagenzien können 
Hydrochloride von Hydroxylamin oder Methoxyamin, gelöst in Pyridin, verwendet werden. 
Methoxyamin ist in sofern besser, da später keine zusätzlichen OH- Gruppen 
trimethylsilyliert werden müssen. Die Reaktionsbedingungen für das Methoximieren variiren 
von 2 Stunden bei 800C [51] bis 1 Stunde bei Raumtemperatur [50]. Nach der Oximierung 
bilden sich nur zwei syn- und anti- Isomere, bezüglich der Position der freien 
Elektronenpaare des Stickstoffatoms relativ zur Doppelbindung der Oxymgruppe. Es wurde 
bewiesen, dass die Verhältnisse von syn- und anti- Formen stabil und unabhängig von der 
analysierten Menge sind. Die Verteilung syn zu anti ist für den Zuckertyp charakteristisch 
[44]. 
 
Abb 3.16. Isomere der D-Fructose und die Derivatisierungsreaktion mit Methoxyamin. 
 
In einem zweiten Schritt ist es wichtig, die Flüchtigkeit der Komponenten zu erhöhen. Das 
werden bei Verwendung von genug aggressiven Reagenzien 
N,O-bis-Trimethylsilyltrifluoroacetamid) und 
wird hauptsächlich durch eine Veresterung erreicht. Die universellste Methode ist dabei das 
Silylieren. Bei dieser Methode 
nicht nur Carboxylgruppen sondern auch Hydroxy- und Aminogruppen derivatisiert. Die nach 
der Reaktion gebildeten Ester sind nicht nur flüchtiger sondern auch thermisch stabiler als 
die Ausgangssubstanzen. Es sind viele Silylierungsmittel auf dem Markt, doch für die 
Derivatisierung von „schmutzigen“ biologischen Proben ohne Vorreinigung muss das 
Silylierungsmittel sehr reaktiv und möglichst universell sein. In Frage kommen hierfür BSA 
(N,O-bis-Trimethylsilylacetamid), BSTFA (
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MSTFA (N-Methyl-N-Trimethylsilyltrifluoroacetamid) [43]. Das aggressivste Reagenz von 
diesen dreien ist das BSTFA. Die wenigsten Artefakten wurde jedoch bei der Verwendung 
en [61]. Darüber hinaus ist der  Siedepunkt von MSTFA geringer als von von MSTFA gefund
BSTFA, so dass leichtflüchtige Komponenten vom BSTFA-Lösungsmittelpeak überlagert 
werden. Wie bei Verwendung von BSA oder BSTFA können mit MSTFA keine Zucker-1-
phosphate derivatisiert werden [50]. Dafür muss Trimethylsilylimidazol (TMSI) in Acetonitril 
im Verhältnis 1:1 verwendet werden. Die Reaktion ist dabei in 5min bei Raumtemperatur 
abgeschlossen. Da dieses Problem jedoch ausschließlich auf den Zucker(-)1-phosphaten 
beruht, erscheint der zusätzliche Aufwand durch den zweiten Derivatisierungsschritt für eine 
Standardanalytik nicht gerechtfertigt. Typische Reaktionstemperaturen variieren im Falle des 
Silylierens von Raumtemperatur bis 2000C, die Reaktionstemperatur wird für jede 
Anwendung angepasst und ist umgekehrt proportional zur Dauer der Reaktion. Im Hinblick 
auf die Analytik sind die Vollständigkeit der Derivatisierung und Stabilität der Produkte von 
besonderem Interesse.   
 
Ab thylsilylierung bei verschied mperaturen für 60 Minu
 
Mit dem Ziel den Einfluss verschi r  Trime ylierun ktion 
ab  wurden die polaren ra 70, 0 und
30 derivatisiert. Die lst tisierun  nach  um 
10 als nach 30min. de ivate hängi  der 
Re das gleiche Ver n ber einer Temper erände  Die 
Er  eine Reaktionszeit von 60 Min. sind in Abb 3.17 darges Für die ende 
Temperatur konnte für alle Sto in z in R ng vo diger 
Derivatisierung festgestellt werden. Es zeigen sich jedoch Ausnahmen für Leucin2TMS 
b. 3.17. Trime enen Te ten. 
edene Bedingungen auf die thylsil gsrea
zuschätzen,  Ext kte bei 37, 45, 50, 60, 80, 9  1000C für 
min und 60min  Vol ändigkeit der Deriva g war 60min
-20% besser Ten nziell zeigen alle Der  unab g von
aktionsdauer halte  gegenü aturv rung.
gebnisse für tellt. steig
ffe e e deutliche Tenden ichtu llstän
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(ge  wie für Glycin2 , leucin2T Fumarate2TMS, 
Pyrophosphate4TMS, Acetylgluta T n Menge mit  steigender Temperatur 
ab rhalten kann n ür sphat als eine labil bindun  bei 
hoher Temperatur zerfällt, erklärt de  Zuckerp hate b  bis 
10 gen der Tenden lls r Derivatisierung. E auch in sant, 
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Zu rockneten Probe  ren Faktoren die  Lösli  der 
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die cytosolischen Metabolite ehr oder r stark aus der Ze usgetr sind. 
Umgekehrt wurden durch eine eschädig nd Stoffe aus dem ium ein ssen. 
So kann man beispielsweise ie zuneh onzentration von se er . Es 
wu en weitere Optimierungsv rsuche u n (2.3.10), die a icht z rfolg 
führten. 
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Fa  für alle heute bekannten Quenchi hoden wurde eine M de mit igem 
kaltem Methanol (-400C) verwendet [76]. In dieser ursprünglichen Methode wurden 10-15mL 
Hefe-Zellen nicht nur mit 6  sondern auch auf einem 
Me ol gewasche  Die Autoren rsuch abei 
e und konnten durch die Analyse des Überstands feststellen, dass 
mperatur  sollte auf der Linie des Einfrierens liegen. Zusätzlich 
önnten „Cryoprotektante“ wie z.B. Zucker zur Stabilisierung der Zellwand verwendet 
st  ng-Met etho 60%
0mL 60%igem Methanol gequencht,
Filter mit 3×5mL 60%igem than n.  unte ten d
verschiedene Phosphat
zumindest für Phosphate die Zellen beim Quenching intakt bleiben. Diese Methode wurde 
ohne weiteren Prüfungen für E.coli übernommen (5mL Probe in 15mL 60%igem Methanol 
bei –500C ) [27, 77, 78]. Auch für C.glutamicum wurde diese Methode für die Untersuchung 
von Phosphaten verwendet (5mL Probe in 10mL 60%igem Methanol bei –580C)[81]. Hier 
wurde versucht, die Zellstabilität zu prüfen. Die Zellen wurden länger der Quenchlösung 
ausgesetzt und mit schnell gequenchten Proben verglichen. Die Autoren schlossen aus der 
Tatsache, dass sich nach dem Quenchen keine zeitlichen Änderungen im Gehalt von 
Metaboliten zeigten, dass diese Methode zum Abstoppen des Metabolismus von 
C.glutamicum geeignet ist. Dabei wurden jedoch die Veränderungen, die durch die initiale 
Mischung der Kultur mit der Quenchlösung hervorgerufen werden, nicht berücksichtigt. 
Eine spätere Arbeit von Heinzle et al. (2004) [82] zeigt, ebenso wie im Arbeitskreis 
durchgeführte Experimente (Yaho, Diplomarbeit, Universität zu Köln, 2004), dass sich 
insbesondere im Hinblick auf den Gehalt von Aminosäuren drastische Änderungen (Abname 
um bis zu 80%) durch das Mischen der Zellen mit kalter Quenchlösung ergeben. In der 
nächsten Variation dieser Methode wurde nur 1mL der Zellsuspension mit 40mL 60%igem 
Methanol bei –580C gemischt [83]. Alternativ wurde ein Quenchen mit Hilfe einer Spritze, die 
mit kalten (-200C) Kugeln aus Glas befüllt ist, durchgeführt [84]. Aber auch hier wurden nur 
Phosphate untersucht und es wurde angenommen, dass sie nur als intrazelluläre Metabolite 
vorkommen. Unter dieser Annahme ist es nicht nötig die Zellen vom Medium oder von der 
Quenchlösung vor einer Extraktion zu trennen. Im Bezug auf alle intrazellulären Metabolite 
wurde die Wirkung des Quenchens nicht untersucht. Vor kurzem wurden die Verluste 
während des Quenchens nach den oben genannten Methoden [81, 83] bei der Analyse von 
intrazellulären Aminosäuren beobachtet. Eine Lösung dieses Problems existiert heutzutage 
nicht. 
Für weitere Experimente konnten einige Hinweise beobachtet werden. Zellwände konnten 
entweder wegen Eiskristallbildung oder wegen hoher Methanol Konzentration beschädigt 
werden. Beide Prozesse sind von der Temperatur abhängig. Bei höherer Temperatur und 
höherem Methanolgehalt wird die Zellwand schneller lysiert. Bei niedrigem Methanolgehalt 
ist aber die Temperaturniedrigung durch das Einfrieren des Gemisches begrenzt. Das 
Optimum für die Quenchte
k
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werden. Eine Temperaturerniedrigung bis minus 200C könnte akzeptabel sein, weil 
C.glutamicum ein Bodenbakterium ist und daher Winterkälte überleben sollte. 
3.7. Stabilität von Metaboliten und Derivaten 
aktion bildet war schwierig festzustellen, aber 
beim direkten visuellen Vergleich von beiden Chromatogrammen aus diesem Experiment- 
einfache Standards und methanolysierte Standards- wurde ein zusätzlicher Peak ca. 40 
Sekunden nach dem Pyruvatpeak gefunden, der mit der Fläche des Pyruvatpeaks 
vergleichbar war. 
3.7.2. Stabilität der Metabolitderivate bei GC-MS Messung 
 
Die Stabilität der Metabolitderivate im Verlauf ein GC-MS-Mesreihe ist sehr wichtig. 
Aufgrund der Messzeit einer Probe von ca. 1h ergibt sich schnell eine Messdauer von über 
einem Tag für eine komplette Messreihe. Über diese Zeit hinweg müssen die derivatisierten 
Proben stabil sein. Dieses Problem kann vermieden werden, wenn der 
Derivatisierungsprozess erst unmittelbar vor der Einspritzung mit einem Roboter 
durchgeführt wird [85, 86]. Bei manuellem Betrieb ist diese Strategie mit einem großen 
Aufwand verbunden und im Hinblick auf eine hohe Präzision ist eine parallele 
Derivatisierung erwünscht. Um die Stabilität aller Metabolite zu prüfen, wurden Extrakte mit 
polaren Metaboliten derivatisiert und 6 Proben 60 Stunden lang gemessen. Es wurde 
gleichzeitig versucht, die Abhängigkeit der Stabilität von den Derivatisierungsbedingungen 
3.7.1. Stabilität von Metaboliten bei der Probenaufarbeitung 
 
Bei der Extraktion von polaren Metaboliten werden ziemlich harte Bedingungen angewendet, 
um Zellwände möglichst vollständig zu zerstören und die polaren Metabolite zu befreien. Die 
Metabolite müssen eine 15-minütige Behandlung mit heissem Methanol (650C) und 
Ultraschall überstehen. Es besteht die Gefahr, dass die Carboxylgruppen methyliert werden 
und labile Verbindungen wie Phosphate zersetzt werden. Um das festzustellen, wurde eine 
Lösung aus Substanzen verschiedener chemischer Natur vorbereitet und davon zwei 
Aliquots genommen. Der erste Teil wurde einschließlich der Extraktion unter 
Standardbedingungen aufgearbeitet und der zweite Teil wurde nur abgedampft und 
derivatisiert. Nach dem Vergleich von beiden Proben konnte keine Konzentrationsabnahme 
für einzelne Stoffe insbesondere auch für Zuckerphosphate in der mit Methanol und 
Ultraschall bearbeiteten Probe festgestellt werden. Die einzige Ausnahme stellen Pyruvat 
und Lactat dar, deren Menge um Faktor zwei abnahm. Ob das Pyruvat einen Methylester 
oder ein anderes Produkt während der Extr
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und den Trocknungsbedingungen festzustellen. Dafür wurden zwei Proben im 
Stickstoffstrom getrocknet und für 30min bei 370C mit MSTFA derivatisiert. Zwei andere 
Pro
zwe
meisten Metabolite zeigten eine hervorragende Stabilität während des Experimentes und ihr 
ben wurden bei 500C für 30min im Ultraschallbad mit MSTFA derivatisiert und die letzten 
i in der Speedvac getrocknet und für 30min bei 370C mit MSTFA derivatisiert. Die 
Zeitprofil ähnelt dem in Abb 3.18 gezeigten Profil für Threonin. Die Ausnahmen können 
folgenderweise zusammengefasst werden: systematische Zunahme oder Abnahme einiger 
unbekannter Komponenten, die Zunahme von 5-Oxoprolin als Produkt der langsamen 
Umwandlung von Glutamat. Die Abnahme von Pyrophosphat ist auf eine Spaltung des 
Moleküls zurückzuführen. Dies kann jedoch aufgrund des um Grössenordnungen höheren 
Gehaltes an Phosphat nicht durch eine Zunahme des Phosphatsignals verifiziert werden. 
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Abb.3.18. Stabilität der Derivate. Die doppelten Proben (a, b) aus drei verschiedenen Experimenten 
wurden über 60 Stunden hinweg eingespritzt und gemessen. 
 
Weiterhin steigt der Gehalt von Nucleotid-Basen, namentlich Cytosin (+490%), Uridin 
s ist hier wichtig anzumerken, dass alle zu einem Metaboliten gehörenden Derivate bei der 
lnen Metabolit über die Zeit hinweg verändert. Nur das Verhältnis der syn- und 
anti-Derivate von methoxymierten leibt stabil. Da eine Aufsummierung nicht 
identischer nvoll ist, lässt sich über  
Deri he  
(+230%) und Uracil (+180%). 
E
Auswertung summiert wurden. Da sich das Verhältnis verschiedener TMS-Derivate von 
einem einze
 Zuckern b
 Komponenten nicht sin  die Stabilität der unbekannten
vate keine Aussage mac n.
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.8. zision 
ht werden. Parallel getrocknete und derivatisierte 
Proben aus einem Extrakt tragen nicht sehr zur Abweichung bei und die relative mittlere 
 6% 
3  Prä
Solange man als Ziel nicht eine universelle Methode für die Metabolomanalyse zu 
entwickeln hat, sondern eine nur für einen Organismus spezifische, sind alle Proben 
einander sehr ähnlich. Dies erlaubt Probleme wie Vollständigkeit der Extraktion und 
Vollständigkeit der Derivatisierung teilweise zu umgehen. Was aber sehr wichtig bleibt, ist 
die Reproduzierbarkeit oder Präzision der Messung. Nach den ersten Versuche fiel auf, 
dass die Präzision nicht besonders hoch war. Daher musste festgestellt werden, auf welcher 
Ebene der Analyse die Präzision abnimmt, um weitere Optimierungsschritte durchführen zu 
können. Dafür wurden mehrere parallele Proben auf jeder Stufe der Probenaufarbeitung 
analysiert. Bei der GC-MS Messung selbst - wie im Teil 3.6.1. gezeigt - kann eine mittlere 
relative Standardabweichung von 6% erreic
Standardabweichung  bleibt innerhalb von
 
Tabelle 3.8. Standardabweichung auf verschiedenen Ebenen der analytischen Methode 
 Parallele Proben aus: 
  Extrakt   Fermentation  Kolben 
Metabolite SD%, n=4 Metabolite SD%, n=4 SD%, n=4
Pyruvat2TMS1MeOX 3.3 2-Oxoglutarat 15.2 6.9 
Lactat2TMS 2.7 2-Phosphoglycerat 10.9 17.0 
Glycolat2TMS 4.4 3-Phosphoglycerat 12.7 10.2 
Pyruvat4TMS 15.7 2-Aminobutyrat 18.8 10.5 
Valin1TMS 8.0 5-Amino-4-oxopentanoat 8.2 17.2 
Alanin2TMS 1.7 5-Oxoprolin 11.5 11.2 
Glycin2TMS 5.3 6-Phosphogluconat 20.0 36.9 
Aminobutyrat3TMS 4.0 Adenin 40.1 37.2 
Prolin1TMS 7.5 Alanin 4.1 6.0 
IleucinByPr(Nebenprodukt) 4.6 Trehalose 2.6 6.1 
Cycloleucin2TMS 2.6 Hexadecanoat 6.7 12.8 
Malonat2TMS 9.0 Citrat 12.7 21.5 
Valin2TMS 6.6 Cyclo cin 10.0 13.6 leu
Norvalin2TMS 8.3 Cytosin 12.1 12.6 
Hernstoff2TMS 57.3 Erythrose-4-phosphat 52.2 18.7 
Serin2TMS 3.9 Fructose-1,6-bisphosphat 11.2 50.4 
Leucin2TMS 5.4 Fructose-6-phosphat 13.2 17.5 
Phosphat3TMS 4.3 Glucono-1,5-lacton 35.3 45.7 
Glycerol3TMS 3.6 Glucosamin-6-phosphat 48.3 37.4 
Ileucin2TMS 4.8 Glycerat 3.1 4.5 
Threonin2TMS 3.8 Lyxose 11.9 28.7 
Prolin2TMS 4.7 Mannitol 5.4 6.9 
Glycin3TMS 1.7 Ribulose-5-phosphat 21.7 36.5 
Succinat2TMS 1.7 Xylulose 28.6 12.4 
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Fumarat2TMS 9.2 Xylulose-5-phosphat 36.3 36.9 
Homoserin4TMS 16.0 Fructose 14.3 4.7 
Serin3TMS 1.8 Fumarat 14.2 30.5 
Cycloleucin3TMS 3.5 Glucose 26.6 24.4 
Threonin3TMS 2.2 Glucose-6-phosphat 15.0 16.5 
Alanin3TMS 3.7 Glutamat 1.8 5.3 
Homoserin3TMS 1.4 Glutamin 12.2 14.3 
5-Oxoprolin2TMS 6.8 Glycerol 8.9 18.0 
Aspartat3TMS 3.3 Glyceronphosphat 25.4 55.3 
Glutamat2TMS 2.1 Glycin 2.3 5.2 
α-KetoglutaratMeOX2TMS 2.9 Glycolat 16.1 25.7 
Glutamat3TMS 2.6 Guanin 60.0 13.6 
ArabinoseMeOX4TMS 3.9 Histidin 63.8 36.9 a
ArabinoseMeOX4TMSb 5.4 Homocystein 13.2 6.9 
RiboseMeOX4TMSa 2.4 Lactat 2.3 4.7 
Ribitol5TMS 5.5 Lactose 14.4 13.3 
Glutamin4TMS 11.4 Arabinose 11.8 18.1 
Acetyglutamat3TMS 6.0 Asparagin 38.9 17.8 
TetradecanolTMS 7.9 Aspartat 14.1 8.3 
Glutamin3TMS 2.0 Homoserin 40.0 28.1 
Acetylglutamat2TMS 1.4 Isoleucin 43.0 13.9 
Citrat4TMS 1.7 2,6-Diaminoheptandioat 68.1 45.4 
Lysin3TMS 4.9 Leucin 20.6 7.9 
Adenin2TMS 1.9 Lysin 6.7 3.6 
FructoseMeOX5TMSa 6.5 Norvalin 40.0 24.1 
MannoseMeOX5TMSb 6.3 Prolin 11.9 10.6 
GlucoseMeOX5TMSa 3.6 Threonin 14.1 6.4 
GlucoseMeOX5TMSb 3.3 Valin 19.1 17.5 
Lysin4TMS 1.4 Maleat 19.6 30.3 
Acetylglutamin2TMS 2.4 Malat 9.8 9.7 
Tyrosin3TMS 1.7 Malonat 18.4 37.3 
Hexadecanoat1TMS 6.1 Maltose 12.8 6.5 
cis-9-OctadecenoatMeO 1.9 Mannose 20.6 21.7 
RibosephosphatMeOX5TMSa 4.4 Methionin 39.9 26.8 
RibosephosphatMeOX5TMSb 6.7 N-Acetylglutamat 5.9 8.5 
Octadecanol1TMS 22.9 N-Acetylglutamin 36.9 6.4 
FructosephosphatMeOX6TMSa 3.4 Nicotinamid 15.0 12.1 
GlucosephosphatMeOX6TMSa 3.2 Ornithin 14.7 21.9 
GlucosephosphatMeOX6TMSb 2.8 Phenylalanin 27.7 61.3 
Glucosephosphat6TMS 9.0 Phosphat 7.9 8.7 
LactoseMeOX8TMS 3.7 Phosphoenolpyruvat 7.9 12.1 
Trehalose8TMS 1.7 Pyrophosphat 54.6 63.8 
MaltoseMeOX8TMSb 6.2 Pyruvat 13.3 16.9 
Hentriacontanoat1TMS 6.8 Ribitol 4.8 7.2 
  Ribose-5-phosphat 8.5 17.2 
  Ribose 19.9 10.8 
  Serin 40.1 39.3 
  Succinat 6.7 8.4 
  Sucrose 50.6 16.9 
  Thymin 26.7 12.7 
  Tryptophan 22.4 9.1 
  Tyrosin 5.5 7.6 
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  Uracil 2.7 8.2 
  Urea 28.3 25.6 
  Uridin 4.5 6.9 
Mittlere relative Standardabweichung 
 5.7  20.2 19.1 
  a,b- Syn- und Antiisomere 
 
Erst durch die Extraktion nahm die Präzision drastisch ab. Der Fehler lag bei verschiedenen 
rdabweichung erreicht werden. Technisch gesehen kann die Extraktion besser 
kontrolliert werden und mehrere Proben können unter gleichen Bedingungen aufgearbeitet 
werden. Bei der Probennahme konnten die Proben nur einzeln hintereinander bearbeitet 
werden und dabei können nur schwierig alle Bedingungen für ein so labiles System wie eine 
lebendige Zelle gleich gehalten werden. Der entscheidende Faktor ist dabei immer die Zeit. 
Bei unserem Probennahmeprozess kann man folgende wichtige Stressfaktoren 
unterscheiden: Sauerstofflimitierung während der Zentrifugation, deutliche 
Temperaturveränderungen, osmotische Veränderungen. Von diesen Parametern kann die 
Temperatur gut kontrolliert werden. In diesen Experimenten wurden, während der 
Probennahme und schnelleren Probenaufarbeitung, die NaCl-Waschlösung und die 
Zentrifuge immer kontrolliert bei der für C.glutamicum optimalen Temperatur von 300C 
gehalten. Wie schon erwähnt wurde, konnte hierbei eine Präzision von 15% mittlerer 
Standardabweichung erreicht werden. Bei der Routineprobenaufarbeitung von mehreren 
Proben ist jedoch dies schwer zu erreichen, da Zeit- und Temperaturkontrolle mit ziemlich 
großem Aufwand verbunden ist. Anderseits kann das Problem der Probennahme durch 
Quenching gelöst werden. 
 
Experimenten zwischen 20 und 30%. Auf der nächsten Ebene wurden Proben verglichen, 
die zu einer gemeinsamen Fermentation gehören, aber aus zwei unabhängigen Kulturen 
des C.glutamicum Wildtyps entstammen. Es wurde keine Zunahme für den experimentellen 
Fehler festgestellt. Eine ähnliche Präzision kann auch bei früheren Untersuchungen von 
Pflanzen beobachtet werden, wenn die komplette Probenaufarbeitung und nicht nur die 
Derivatisierung und die GC-MS Messung betrachtet werden [15, 22, 52]. Aus diesen 
Experimenten ist deutlich zu sehen, dass der Schritt der Probennahme und die Extraktion im 
Prozess der Probenaufarbeitung limitierend war. Leider war es technisch schwierig 
Probennahme und Extraktion mit zuverlässigen Experimenten von einander zu trennen, aber 
mit grober Annäherung trägt wahrscheinlich die Probennahme mehr als die Extraktion zur 
Präzisionsabnahme bei. Die Experimente für die Extraktionsoptimierung haben keine 
substanzielle Verbesserung erbracht. Dagegen konnte mit der optimierten Probennahme 
(schnelle Aufarbeitung bei 300C) eine Präzision innerhalb von 15% mittlerer 
Standa
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3.9. Optimierung einiger Parameter 
3.9.1. Schnelle GC-MS 
 
Es wurde versucht, die Zeit für die GC-MS Messungen zu verkürzen. Dafür gibt es viele 
Möglichkeiten, die aber sehr oft alternative oder zusätzliche Materialien und Geräte 
benötigen [85, 87-89]. Als einfachste Variante wurde die Chromatographiezeit durch eine 
schnellere Temperatursteigung (Temperaturgradient) halbiert. Dabei erwartet man Peaks 
von einer halben Breite. Im normalen Betrieb wurden  mit dem Trace- MS-Gerät die 
Massenspektren mit einer Geschwindigkeit von 2 scans pro Minute im Massenbereich m/z 
von 45-585 aufgenommen. Dies bedeutet 540×2=1080 amu (atomic mass units) pro 
Sekunde. Das entspricht der vom Hersteller des Gerätes maximalen Geschwindigkeit, wobei 
auf keinen Fall die Qualität eines Massenspektrums negativ beeinflusst wird. Prinzipiell ist es 
aber möglich die Aufnahmegeschwindigkeit bis auf 6000 amu pro Sekunde zu erhöhen. Bei 
der normalen Aufnahmegeschwindigkeit besteht ein kleiner, aber noch quantifizierbarer 
chromatographischer Peak aus acht Messpunkten. Eine kleinere Anzahl von 
Aufnahmepunkten kann zu größeren Integrations- und dadurch Quantifizierungsfehlern 
 und einem schnellen 
hromatogramm ist in Abb. 3.19 dargestellt .
führen. Um das zu vermeiden, wurde die Aufnahmegeschwindigkeit bis 2160 amu pro 
Sekunde erhöht. Ein Vergleich von einem üblichen Chromatogramm
C
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Abb. 3.19. Programmierte Temperaturgradienten und Chromatogramme für schnelle (A) und 
normale (B) Chromatographie. Der schnelle Gradient muss um 3-5 Minuten verlängert werden, 
um die letzten zwei Peaks in dem Chromatogramm zu erfassen  
 
Die letzten beiden Peaks die im schnelleren Experiment nicht sichtbar sind, sind nicht 
quantifizierbare Acylglyceride, die aber bei mehreren hintereinander gemessenen Proben 
beim nächsten Chromatogramm nicht eluiert wurden und entweder während der 
Abkühlphase des GCs  von der Säule eluieren oder auf der Säule bleiben, was auf Dauer 
nicht erwünscht sein kann. Wenn bei der Zelllyse unpolare Metabolite extrahiert werden, 
stören Acylglyceride nicht mehr. Die Auflösung der chromatographischen Peaks hat sich bei 
dem schnelleren Lauf fast nicht verändert. Die Qualität der MS-Spektren war akzeptabel. 
Einzige Ausnahme stellte der aufgrund von Überladung ohnehin problematische Glutamat-
Peak dar, bei dem massenspektrometrische Fehler auftraten (Abb. 3.20). 
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Abb. 3.20. Fehler bei einem schnellen chromatographischen Lauf. Massenspektrum von 
Glutamat3TMS, überladene TIC-Massenspur (summierte Massenspur) (a), spezifiesche 
Massenspuren m/z=156(b), 246(c) und 147 (d). 
 
Dieser Fehler tritt nur bei stark überladenen und nicht quantifizierbaren Peaks auf, so dass 
er nicht als großer Nachteil der schnellen Methode bewertet werden kann. Die 
Übereinstimmung der Retentionsindices mit der MS-Bibliothek war im Durchschnitt doppelt 
so schlecht im Vergleich zum normalen chromatographischen Lauf (±12 RI Einheiten). Dies 
entspricht den Erwartungen, weil der Temperaturgradient nicht überall linear ist und eine 
präzise Übertragung von einem Retentionsindexsystem nur begrenzt möglich ist [90]. Die 
Retentionsindices können aber empirisch korrigiert werden. Da das Risiko eines möglichen 
MS-Fehlers existiert, wurde diese Optimierung nicht weiter verfolgt. 
 
3.9.2. Reduzierung der Probenmenge 
 
Ein Volumen von 35-40mL der Bakteriensuspension (OD600=4-5) war für die  standardisierte 
Probenaufarbeitung für GC-MS und LC-MS Analysen vorgesehen. Bei einem großen 
Screening-Durchsatz ist es aber erwünscht die Aufzucht von Bakterien in Mikroformat zu 
gestalten. Nach der Extraktion wurde bei der Standardmethode für die Untersuchung von 
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polaren Metabolite mittels GC-MS nur ein Drittel des Zellextraktes für die Messung 
verwendet. Dies entsprach der optimalen Probenmenge für die GC-MS Analyse. 
Entsprechend kann die Probenmenge auf 12mL reduziert werden, wenn der gesamte 
Extrakt für die GC-MS-Messung verwendet wird. Bei zehnfacher Reduzierung entspricht das 
einem Probenvolumen von 1.2mL.  Bei der large-volume-PTV-Injektion kann bis zu 10-20µL 
einer Probe eingespritzt werden. Dadurch lässt sich das Probennahmevolumen noch mal 
10-fach (bis 120µL bei OD600=5) reduzieren. Die größten Probleme sind bei der 
Derivatisierung zu erwarten, weil das Volumen von Methoxyamin in Pyridin auf 5µL und von 
MSTFA auf 8µL proportional reduziert werden muss. Es kann auch mehr von dem 
erivatisierungsmittel genommen werden, aber dann wird ein Aufkonzentrierungsschritt 
enötigt, der bei diesen aggressiven und gegenüber Luftfeuchtigkeit empfindlichen 
erivatisierungsmitteln zu einem nicht erwünschten zusätzlichen Aufwand führt. Das 
ächste Ziel war die Probenaufarbeitung auf relativ billige Eppendorfgefäße aus 
D
b
D
n
Polypropylen zu übertragen. 
Die Ergebnisse von diesem Experiment sind in Tabelle 3.9 und in Anhang 6.4 dargestellt. 
 
Tabelle 3.9. Summierte Standardabweichung für alle Komponente bei Variation von Probenvolumen 
und Gefäß. 
Gefäße Glas Eppendorf 
Extraktvolumen, µL 100 200 400 1000 100 200 1000 
MeONH2 in Pyridin, µL 5 10 20 50 5 10 50 
MSTFA, µL 8 16 32 80 8 16 80 
Summierte 
Standardabweichung, %,
n=3 1313 1487 1800 1889 3256 3179 2421 
 
Sehr große quantitative Unterschiede zwischen der Derivatisierung im Glasgefaß und 
Eppendorfgefäße wurden nicht festgestellt. Im Eppendorfgefäß konnten beispielsweise mehr 
hydrophobe Aminosäuren und dagegen weniger Fructose-1,6-biphosphat gefunden werden. 
Es ist aber schwierig einen Zusammenhang zwischen Material und Stoffklassen zu finden. 
Viel wichtiger war die Frage, wie sich die Reproduzierbarkeit der Messung verändert. Die 
schlechtesten Ergebnisse wurden in Eppendorfgefäßen erhalten, was wahrscheinlich mit 
den starkeren Absorptionseigenschaften vom Kunststoff verbunden ist. Für das kleinste 
Derivatisierungsvolumen wurde eine unerwartet hohe Präzision erreicht. Die Löslichkeit von 
kleineren Mengen des getrockneten Extrakts im Derivatisierungsmittel war dabei 
ahrscheinlich viel effektiver als erwartet.  w
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3.10 Anwendung der M
Nach der ersten Optimierung der a
ethode 
nalytischen Methode war es nötig, die Empfindlichkeit der 
erste Überprüfung wurden die wichtigsten 
e sind in Abbildung 3.21 dargestellt.  
Methode zu testen. Für eine 
Aufzuchtbedingungen wie Temperatur und Kohlenstoffquelle für den C.glutamicum Wildtyp 
geändert. Im Hinblick auf zukünftige Metabolomics-Experimente, wobei eine Antwort im 
Metabolom von C.glutamicum auf Mutationen zu erwarten ist, wurden in Zusammenarbeit 
mit der Arbeitsgruppe von Professor Krämer Mutanten mit knock-outs im Trehalose 
Stoffwechselweg analysiert. 
3.10.1. Glucose/Saccharose Experiment 
 
In diesem Versuch wurde Glucose als Kohlenstoffquelle durch eine äquimolare Menge von 
Saccharose ersetzt. Die Ergebniss
 
 
Abb. 3.21. Zellen vom C.glutamicum-Wildtyp ATCC 13032 wurden unter gleichen Bedingungen auf 
verschiedenen Kohlenstoffquellen aufgezogen. Auf den Achsen sind logarithmisch die 
Signalintensitäten aufgetragen. Metabolite: 30=Mannitol, 68=Fructose, 69=Glucose, 75=Sucrose. Die 
Verbindungen sind entsprechend Anhang 6.1 nummeriert. 
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Bei der Aufzucht von C.glutamicum auf Saccharose wurden alterierte Mengen von Fructose, 
Mannitol und Saccharose beobachtet. Es ist bekannt, dass während der Aufzucht von 
C.glutamicum auf Saccharose, freie Fructose durch Spaltung von Saccharose entsteht [91], 
und nur relativ langsam metabolisiert wird. Um den hohem Mannitollevel zu erklären, kann 
ach Analogien zu anderen Organismen gesucht werden. Beispielsweise produziert der 
ermedius das Enzym Mannitol-2-dehydrogenase während der Aufzucht auf 
 
n
Organismus L.int
Fructose oder Saccharose [92]. Dabei ist Fructose möglicherweise ein Induktor zur 
Produktion dieses Enzymes, weil keine Aktivität der Mannitol-2-dehydrogenase , während 
des Wachstums auf Glucose, Galactose, Trehalose, Arabinose und Glucuronsäure, 
festgestellt wurde. Detailliertere Untersuchungen dieses Phänomens waren im Rahmen
dieser Arbeit nicht vorgesehen. 
3.10.2. Variierung von Temperatur 
Abweichend von der für C.glutamicum optimalen Wachstumstemperatur von 300C wurden 
Kulturen bei 250C und 350C angezogen, um den Einfluss der Temperatur auf das 
metabolische Profil zu untersuchen. Die Ergebnisse sind in der Abb.3.22 zusammengefasst. 
 
Abb.3.22. Metabolische Profile von C.glutamicum Wildtyp ATCC 13032 bei 250C und 350C 
gegenüber dem metabolischen Profil bei 300C. Auf den Achsen sind logarithmisch die 
Signalintensitäten aufgetragen. Metabolite 39=Trehalose-6-phosphat; 42=Citrat; 52=Malat. Die 
Verbindungen sind entsprechend Anhang 6.1 nummeriert. 
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Es wurden multiple Änderungen beobachtet, die aber meist nicht größer als Faktor zwei 
waren. Starke Unterschiede wurden für Citrat, Glucose-6-phosphat, Trehalose-6-phosphat, 
selweges 
Prolin und 2-Aminobutyrat beobachtet.  
3.10.3. Knock-out-Mutanten des Trehalose Stoffwech
Für die Synthese von Trehalose in C.glutamicum sind drei Wege beschrieben [93]. Ein Weg 
ist die Trehalosesynthese von Glucose-6-phosphat und UDP-Glucose über Trehalose-6-
phosphat, katalysiert durch die Trehalose-6-phosphatsynthase (OtsA) und die Trehalose-6-
phosphatphosphatase (OtsB): 
 
Es ist interessant zu sehen, welche Unterschiede im metabolischen Profil die Mutanten mit 
ie erwartet werden 
einem knock-out in diesem Stoffwechselweg gegenüber dem Wildtyp aufweisen. Mutanten 
mit OtsA und OtsB knock-out wurden analysiert und ihre metabolischen Profile mit dem 
Wildtyp verglichen. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.23 dargestellt. W
konnte, hat die Deletion von OtsB eine starke Akkumulation von Trehalose-6-phosphat 
verursacht. Bei der Deletion von OtsA wurde eine Abnahme von Trehalose-6-phosphat 
beobachtet. Der Effekt ist aber nicht so stark, wie bei der Deletion von OtsB. Für Trehalose 
selbst wurden keine deutlichen Änderungen beobachtet. Die zwei letzten Beobachtungen 
können dadurch erklärt werden, dass durch alternative Stoffwechselwege für die 
Trehalosesynthese die Deletionseffekte kompensiert wurden. Die experimentellen Fehler 
lagen weit unter den beobachteten Effekten. Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, 
dass prinzipiell eine Genotyp-Phänotyp-Korrelation möglich ist, die zur Aufklärung bislang 
unbekannter Genfunktionen durch die Analyse zufälliger knock-out-Mutanten beitragen 
kann. 
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Abb.3.23. Metabolische Profile von ∆OtsA und ∆OtsB Mutanten (Ordinate) gegenüber dem Wildtyp 
(Abszisse). Dargestellt ist die Signalstärke in einer logarithmischen Auftragung. Es wurde ein 
Mittelwert für die exponentielle und stationäre Wachstumphase genommen. 
 
Die durch Mutationen erzeugten Effekte können stark genug sein, wenn ein 
Stoffwechselweg nicht verzweigt ist. Die metabolischen Veränderungen erstrecken sich 
primär auf die unmittelbar in der katalysierten Reaktion involvierten Metabolite (Substrate 
oder Produkte), dies ist auch für andere Mutanten anzunehmen. Für eine richtige 
Interpretation von anderen, schwächeren Änderungen in einem metabolischen Profil können 
bioinformatische Ansätze helfen. 
3.11. HPLC-MS (high performance liquid chromatography mass 
spectrometry) 
Trotz aller Vorteile und Einfachheit und der Möglichkeit ein sehr breites Spektrum von 
Stoffen sehr verschiedener Natur gleichzeitig zu analysieren, ist die GC-MS - wie auch jeder 
andere Ansatz - nicht absolut universell. Große und thermisch labile Stoffe wie 
Zuckernucleotide oder große Oligosaccharide können mittels GC-MS nicht analysiert 
werden, da sie nur begrenzt flüchtig sind. Solche Verbindungen müssen mit anderen 
Methoden, wie CE-MS (capillary electrophoresis) oder LC-MS analysiert werden. Für die 
HPLC-Trennungen sind zwei, sich einander ergänzende Methoden nötig, um polare und 
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unpolare Metabolite mittels HPLC-MS zu analysieren. Die Umkehrphasenchromatographie 
ode, die mit MS-Kopplung für die Analyse von Stoffen mit 
berwiegend hydrophobem Charakter wie Lipide, Flavonoide oder hydrophobe Peptide gut 
äure als Ionenpaar für eine reversed-phase-Chromatographie zu 
äuren, Zucker, organische Säuren und Basen 
al mit der ESI-Ionisierungsmethode kompatibel. Eine HILIC-
(RP) ist eine weit entwickelte Meth
ü
geeignet ist. Polare Metabolite, die am interessantesten sind, wie Saccharide und andere 
polare Verbindungen, werden auf einer RP - Trennsäule nicht gut genug zurückgehalten. Sie 
werden normalerweise mittels Ionenaustausch-Chromatographie (IE) getrennt. Leider kann 
dabei ein Massenspektrometer nicht als Detektor benutzt werden, da übliche IE-
Elutionslösungen einen sehr hohen Salzgehalt aufweisen und die Ionisation der Analyten 
dabei stark unterdrückt wird. Um dieses Problem zu überwinden, können polare 
Verbindungen so derivatisiert werden, dass sich hydrophobere Derivate bilden. Alternativ 
können im Laufmittel Stoffe zugeben werden, die hydrophobere Ionenpaare mit polaren 
Analyten bilden (ion pairing chromatography). Eine Derivatisierung ist unerwünscht, weil 
noch ein zusätzlicher Schritt in der Probenvorbereitung auf Grund der bekannten Probleme 
(Vollständigkeit der Derivatisierungsreaktion) die Reproduzierbarkeit der Messung 
verschlechtert. Darüber hinaus ist es schwierig, eine passende Derivatisierungsmethode 
oder ein ion-pairing-Reagenz für mehrere Stoffklassen zu finden. Dieses Problem beruht 
hauptsächlich auf der Unterdrückung der Ionisierungsreaktion. So können beispielsweise 
relativ problemlos Aminosäuren mit 9-Fluorenylmethylchloroformat (FMOC) derivatisiert und 
mit einer RP-Trennsäule chromatographiert werden [94]. Auch ist es möglich 
Pentadecafluorooctans
verwenden [95]. Diese Methode funktioniert aber nicht für andere polare Stoffe wie Zucker. 
Hydrophilic- interaction- Chromatographie (HILIC) ist eine relativ neue Methode und wurde 
erfolgreich als eine gute Lösung für dieses Problem angewendet [96]. Der 
Trennmechanismus besteht darin, dass sich Analyte zwischen der hydrophoben mobilen 
Phase und einer Schicht aus der mobilen Phase verteilen, die mit Wasser angereichert und 
teilweise auf der stationären Phase immobilisiert ist. Dies ist für eine gute Bindung und 
letztendlich für eine gute chromatographische Trennung von polaren Verbindungen günstig. 
Eine gute Trennung wurde für Peptide, Aminos
und Oligonucleotide erhalten [96]. Die dabei verwendeten Laufmittel sind von ihrer 
Zusammensetzung optim
MS(ESI)-Kopplung wurde für die Analyse von Aminozuckern [97], komplexen 
Kohlenhydraten [98] und anderen Stoffen polarer Natur [99, 100] demonstriert. Auch für die 
Metabolomanalyse von komplexen biologischen Gemischen aus Pflanzen wurde das 
Potenzial dieser Methode gezeigt [24]. Für die Analyse von C.glutamicum-Extrakten wurden 
zunächst die chromatographischen Bedingungen optimiert. Im Gegensatz zur RP-
Chromatographie ist die HILIC nicht so gut untersucht, so dass eine Vorhersage von für eine 
optimale Trennung nötigen Parametern schwierig ist. 
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Abb.3.24. Optimierung der chromatographischen Bedingungen für die HILIC von C.glutamicum 
Rohextrakten. Die Chromatogramme (oben) wurden hinsichtlich einer guten Auflösung durch 
Variation der Zusammensetzung der mobilen Phase (unten) optimiert. ( A- 6.5mM Ammoniumacetat 
und B- Acetonitril) 
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Der Ansatz bestand darin zunächst eine optimale chromatographische Auflösung für den 
reichen und anschließend mit der Identifizierung anzufangen. Für einen 
solchen chromatographischen Lauf waren in der Regel 60-80 Minuten nötig [24, 99], was 
nteil von wässriger Komponente sollte 50-60% nicht 
übersteigen, da bei einer höheren Konzentration keine HILIC-Verteilung mehr möglich ist. 
U polare Komponenten te l zurückzuhalten, wa
r tel einen Anteil von Wasser in en Probe zu haben. 
G er dem Wasseranteil ha IL  h chkeit gezeigt. Ein ute
Reproduzierbarkeit bezüglich der R ntions e it 50% Wasseranteil de
Probe erhalten werden. Am  wu   Acetonitril alle ren
Verbindungen fast mit der Lösung lfront r  schnellen Gradienten war es 
möglich, erste Komponenten inne von in n ektieren (Abb.3.24). Wie man 
aus dem Vergleich der Chromatog m u 7 em
Acetonitril das ganze Chromatog na te ben werden. Mit langsa r
Gradienten wurde der Trennbereich eite
gegenüber Gradient  6 eine zus  S g n % A. Die etwas kürzeren 
R szeiten am Ende des ato s iese der 
G A die Chromatogr h be s u  in
K re Arbeiten r G t u i gl ng
e ten kürzeres Chromato mm e
Die Identifizierung von Metaboliten im Ro k u  gemessenen Sta rds
wurde am Beispiel von NAD gezeigt (Abb. 3.25). Eine reine NAD-Standardlösung und C
g ohextrakt wurden m ILI E  sen. Es wurde e lle
Massenspektrum m/z 70-200 mm d im ndent-scan-Modus ein MSMS 
pe trum von jedem prominenten Pea  aufgenom  Standard ko  im
oh er Retentionszeit ein MH+-Ion it m/z=664 detektie e
In beiden Fälle dissoziierte das m/z=664 Ion zu einem Fragment mit m/z=542, das durch
ine  Verlust von Nicotinamid entsteht 01]. 
Rohextrakt zu er
auch akzeptabel war. Der maximale A
m  auf dem Säulenma ria  r es nötig, im 
o ganischen Lösungsmit  der analysiert
egenüb t die H IC eine ho e Empfindli e g  
ete zeit n konnte m  in r 
Anfang rden mit reinem unpola  
smitte  eluie t. Mit einem
rhalb  15 M ute  zu det
ram e 3, 5 nd , 8 sehen kann, konnte mit rein  
ramm ch hin n verscho me en 
 erw rt (Chromatogramme 8,6). Der Gradient 4 hatte 
ätzliche teigun  vo  45 bis 55
etention Chrom gramm  4 zeigen, dass in d m Bereich 
ehalt von aphie noc einflu st nd der HILIC Mechanismus noch  
raft ist. Für weite wurde de radien 4 a sgewählt, der be eicher Auflösu  
in um 5 Minu gra  als d r Gradient 8 ergab. 
hextra t a fgrund von nda  
. 
lutamicum-R it H C-MS( SI) gemes in vo s 
0 aufgeno en un  depe
S k k men. Wie im nnte auch  
R extrakt bei gleich  von NAD m rt werd n. 
 
e n [1
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Auf diese Weise können im Prinzip nnten, . glutamicum vorko n 
Metabolite identifiziert werden, vorausgese spreche tandards sind d 
diese entweder im positiven oder negativen M s mittels ESI ionisierbar. Völlig unbekannte 
Peaks können mit niedrig auflösenden Massenspektrometern kaum identifiz o 
dass andere Mit einer M sengen eit von <1ppm bei M n 
m spray Ionization Fourier ansform n Cyclotron e 
Massenspektrometer [102],[103] konnte für 75 er Komponenten 
M u 400Da die genau ruttofor estimmen, aus der
begrenzte Anzahl von strukturell sinnvollen üle geb erden kann. Bei Verwendung 
vo n Methode urde d nze bis 900Da erweitert, was 
aber nur bei der Analyse von Rohöl mit  
Informationen über eine mögliche Struktur mit Hilfe MSMS-Experimente n 
alle beka  in C mmende
tzt ent nde S zugänglich un
odu
iert werden, s
 Strategien nötig sind. as auigk essunge
it Electro Tr  Io  Resonanc
 man % all mit einem 
olekulargewicht bis z e B mel b  nur eine 
 Molek ildet w
n logischen und mathematische n w ie Gre
Komponenten hoher Analogie möglich ist. Weitere
 kann  von n erhalte
Abb. 3.25. Identifizierung von NAD. A- base peak-Chromatogramm des C. glutamicum-Wildtyp-ATCC-
13032-Rohextrakts, B- Chromatogramm des Massenbereiches m/z 663-664 vom Rohextrakt, C- TIC
Ch mm des NAD-Standards, D- C amm des Massenbereiches m NAD-
Standards, E- das volle MS-Spektrum Ch matogramm des Rohextrakts, F- MSMS-Spektrum
de aus E, G- das volle MS-S  des NA ndards, H- MSMS s
m/z=663.5 aus G. 
romatogra hromatogr /z 663-664 des 
 von NAD im ro
s Ions m/z=663.5 pektrum D-Sta -Spektrum des Ion
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werden. Eine zuverlässige Strukturaufklärung  unbek n Metaboliten kann jedoch nur 
mit Hilfe von NMR erfolgen. Im Gege zu üb NMR-Methode n 
normalerweise Mengen eines Stoffes im Milligramm-Bereich für eine erfolgre g 
nötig sind, reichen für eine Mikro-NMR Messung schon 2µg einer Substanz. Sogar eine 
HPLC-NMR Kopplung ist möglich [104]. B iner H rennung kann r 
T rch einen eingebauten Spl jedem chteten chromatographischen 
Peak eine Probe gesammelt werden und s ittels N harakterisiert werde
 
 
 von annte
nsatz lichen n, bei dene
iche Messun
ei e ILIC-T z.B. nach de
rennsäule du it bei beoba
päter m MR c n.  
108 
Ausblick 
4. Ausblick 
Vollständigkeit und Quantifizierung 
Wegen der n Diversität von Stof elprodu ist es unmöglich e 
M ines Organismus mit einer r analy n Methode zu anal n 
diesem Zusammenhang ist es interessant ab chätzen chen Teil des Metaboloms mit 
der einer oder anderen Methode ana ist. In efe S. cervisae s 0 
niedermolekulare Intermediate zu erw n[105] hrend die n 
p enen ca. 6000 beträgt[106]. Für C amicum ATCC 13032 wurden 
ca. 3000 proteinkodierende Gene id nd es k ngenommen werden, dass die 
Anzahl von Metaboliten zumindest als für rvisae ist. So kann mit der im 
Rahmen dieser Arbeit entwickelten analytisch ethod älfte (ca. 300 M s 
M rden. 
E enen M weiter zu optimieren. Die Richtung dieser 
O ngt von der konkreten Ziels ng ab. functional genomic e 
absolute Quantifizierung notwendig  die leme der Volls r 
Extraktion oder Matrixeffekte bei d ung umgehen lassen. Wenn aber ein 
dynamisches Metabolombild untersucht wird und Veränderungen von 
M eneinander v Interes nd, braucht m e 
q diesem Fall müss zusätz Proben zur E n 
K ährend der Analyse gemessen werden. Wenn ande n 
begrenzter Teil von Metaboliten (z.B. ein klasse) u untersucht wird, besteht ein 
In ürzten Me quantit Routineanalytik e 
Analyse von einem gut definierten und a h gut u chten Metabolitensatz gezielt 
se  allen ifizierte taboliten in C. ). 
Id  Qualität ist
aufgrund ihren charakteristischen Massensp  und R onszeiten identifiziert werden. 
D enspektrometer in  SIM-M  (selected ion m u 
betreiben u ca. 100-fac  bekommen, wa ie 
q tik von Metaboliten, d Zelle n Spurenbereich vorlie r 
w enspektrometrische Mess ameter ei vordefiniert werde , 
die in normaler Konzentration vorhanden ponen erden mit normaler I t 
g
E dieser Arbeit versu en Zeit n durch Kürzung (Ha ) 
d die chromatographis Trennun eiten zu bekomm e 
chromatographische Auflösung wurde fast  
 große fwechs kten das ganz
etabolom e einzige tische ysieren. I
zus , wel
lysierbar der H ind ca. 60
arte , wä Anzahl vo
roteinkodierenden G . glut
entifiziert[2] u ann a
nicht größer S. ce
en M e die H etabolite) de
etaboloms quantifiziert we
inige Teile der beschrieb ethode sind 
ptimierung hä etzu  Für s ist kein
, wodurch sich  Prob tändigkeit de
er Mess
etabolitkonzentrationen geg on se si an genauer
uantitative Daten. In en liche rstellung vo
alibrierungskurven w rseits nur ei
e Stoff  gena
teresse an einer verk sszeit. Eine ative kann auf di
nalytisc ntersu
in (z.B. metabolic profiling von  ident n Me  glutamicum
entifizierung einer excellenter  dabei nicht notwendig und Metabolite können nur 
uren etenti
ies erlaubt das Mass  einem odus onitoring) z
nd eine he Verstärkung vom Signal zu s für d
uantitative Analy ie in der ur im gen, seh
ichtig ist. Da mass par n dab n können
e Kom ten w ntensitä
emessen. 
s wurde in Rahmen cht ein gewin lbierung
er nötigen für che g Z en. Di
 nicht vermindert und unter bestimmten
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V ässt sich die Chromatographie noch weiter beschleunigen.  
A spektren w bei für uadrupolmass r 
s Leistungsfähigkeit ü ritten ein schnelleres z.B -
M r (time-of-flight) wird benötigt [107].  
 
Id
Im ser Arbeit wurden 121 Metabo identifiz d mit Standards verifiziert. Da 
n ards kommerziell zugängl
Id funden werden. Die k plette fizierung von unbekannten 
V ls GC-MS allein, ohne Sta rds, sche enig aussichts
Mit verschiedenen Ansätzen kann eine rste ation über e 
M erhalten werden. Erst dann ist es sinnvoll, die Verbindung zu 
e relativ genaue Identifizie g erfol ch Verwendun , 
ktrometrischen Bibliotheken unter der Voraussetzung, dass sie 
leichbar sind. 
 eine sichere Identifizierung von Metaboliten aufgrund 
gen größerer Diversität der massenspektrometrischen 
Messbedingungen- kau Eine orga on sekundären 
Metaboliten mit größerer und komplizierterer Struktur ist sehr aufwändig. Alternativ kann die 
präparative HPLC in ombination mit NMR, oder on-line Kopplung von Kapillar-HPLC-NMR-
MS als mögliche Lösung
 
GC-MS und alterna e  
Eine GC-MS basie de t für die Analyse von Metaboliten viele Vorteile an. 
Ein breites Spektru vo r unterschiedlicher chemischer Natur wird mit einer 
Methode analysiert ei iner schon etablierten M ode ist der Aufwand bei 
der Messung min l yse kann automatisch rchgeführt werden. Die 
chromatographische Tre sehr hoch- es gibt kaum vollständig überlappende 
Peaks und die für ne phischen Lauf notwendigen Zeiten sind kurz (von 
20min mit TOF-MS bis 60min mit Quadrupol-MS). Dazu kommt, dass durch die EI-
Ionisationsmethode aus litative Informationen erhalten werden. Die 
Massenspektren sind informationsreich und für die meisten Substanzen spezifisch. Es 
besteht die Möglichkeit lässigkeit MS-Bibliotheken zu verwenden. Leider 
gibt es für die GC  Begrenzung. Da für alle Analyten ihre Flüchtigkeit 
Voraussetzung ist, könne nem Molekulargewicht von maximal 500-600Da 
analysiert werden. Der Aufwand bei der Derivatisierung- zusätzliche Stabilitätstests und 
oraussetzungen l  Für die
ufnahme von vollen Massen ird da ein Q enspektromete
eine technische bersch und . TOF
assenspektromete
entifizierung  
 Rahmen die lite iert un
icht alle Stand ich sind müssen andere Möglichkeiten zur 
entifizierung ge om Identi
erbindungen mitte nda int w reich zu sein. 
 e Inform eine möglich
olekularstruktur 
s
fertigen massenspe
ynthetisieren. Ein run gt dur g von anderen
Retentionsindices enthalten und die chromatographischen Bedingungen verg
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mehrere aus einem Metaboliten hervorgehende Derivatisierungsprodukte- spricht oft gegen 
eine GC-MS Methode. 
Bei Betrachtung anderer, alternativer Methoden, unter dem Gesichtspunkt guter Selektivität, 
Empfindlichkeit, Universalität und akzeptabler Kosten kommen nur wenige Methoden in 
Frage. Diese sind H C- -MS und HPLC-NMR.  
Obwohl mittels NMR-Detektion eine aussagekräftige Information über die Struktur eines 
Moleküls erhalten wird kann eine Kapillar-HPLC-NMR-Kopplung kaum für reale Analysen 
von biologischen Proben angewendet werden, da immer noch Probenmenge von ca. 1µg für 
eine erfolgreiche D tio ind. Im stop flow- Betrieb ist bei der Kapillar-HPLC-
NMR die Detektion im Nanogrammbereich möglich. Apparativ ist dieser halb-präparative 
Betrieb jedoch kaum für die Routineanalyse von mehreren hunderten Stoffen gut zu 
realisieren [104]. 
Bei den heutzutage existierenden HPLC-MS und CE-MS Methoden unterscheiden sich nur 
die Trennbedingungen. Als Detektor dient bei beiden Methoden hauptsächlich ESI-MS, das 
in einem negativen und positiven Massmodus betrieben werden kann. 
In einer mittlerweile viel diskutierten Anwendung der CE-MS Methode wurde die Möglichkeit, 
viele Metabolite in einem breiten Massenbereich (70-1027Da) analysieren zu können 
demonstriert [39]. Der Aufwand für die beschriebene CE-Met och sehr groß. Eine 
Kombination von drei verschiedenen Methoden ist für eine Trennung von Metaboliten 
notwendig: eine für anionische Metabolite, eine zweite für kationische Metabolite und 
drittens eine für Nucleotide und CoenzymA- ähnliche Metabolite. Die Trennleistung ist bei 
den einzelnen Methoden och. In einem insgesamt 30-minütigen Lauf wird 
nur ein Bereich von 15min effektiv genutzt. Aufgrund des kleinen dynamischen Messbereich 
müssen für verschiedene Stoffe, abhängig von ihrer Konzentration, mehrere CE-Läufe 
durchgeführt werden. So waren für die Analyse von B. subtilis-Rohextrakten 33 Läufe (je 
30min pro Lauf) nötig. Die Detektionsgrenze ist 1-2 Größenordnungen schlechter als bei der 
GC-MS (0.3-11µmol/L), dies beruht hauptsächlich auf der Verwendung eines anderen 
Massenspektromet ni r Trennmethode. 
Die etablierten HP -M dungen wurden für eher lipophile Stoffe entwickelt und 
basieren hauptsächlich auf der Umkehrphasenchromatographie. Für die polaren Metabolite 
wurde Ionenaustauschchromatographie verwendet, die jedoch wegen eines hohen 
Salzgehaltes nicht  e elle kompatibel is Ein Durchbruch auf dem 
Feld der polaren Metabolite wurde vor kurzer Zeit mit der Einführung der HILIC-Technik 
erzielt [96, 98]. Bei der Anwendung dieser Methode wurden hervorragende Trennungen auf 
einer microbore-Säule erreicht [24]. Der dynamische Bereich ist ößer als bei der CE. Ein 
Wechsel auf Kapillar-HPLC sollte die Trennungen noch verbessern. Die gesamte HPLC-MS-
Methode kann dann aus einer Kombination von zwei Trennmethoden- Kapillar-RP-HPLC für 
PL MS, CE
etek n erforderlich s
hode ist jed
 nicht besonders h
ers cht jedoch auf de
LC S-Anwen
mit iner ESI-Ionisationsqu t. 
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lipophile Metabolite [25] und Kapillar-HILIC-HPLC für die polaren Metabolite (ca. 70min pro 
Lauf) bestehen. 
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In der letzten Zeit gelangt die Metabolomanalyse mehr und mehr in den Fokus des 
Interesses. Neben gu n, analytischen Techniken im Proteomics- und 
Transkriptomicsbereich w rgänzende Metabolomics-Technik für einen kompletten 
systembiologischen Ansatz benötigt. Heutzutage sind die kompletten Genomsequenzen 
vieler Organismen vollständig entschlüsselt und frei zugänglich. Doch nur für einen Teil der 
Gene ist die Funktion bekannt. Bei der Aufklärung von Genfunktionen ermöglicht die 
Information von b trationen einen direkten Zugang zum Wissen über 
Enzymaktivität und p mit Genom-, Transkriptom- und roteomforschung. Da bei 
der Aufklärung von unbekannten Genfunktionen eine Störung auf Genomebene eine 
unerwartete Antwort in jedem Bereich des Metaboloms hervorrufen kann, soll möglichst das 
gesamte Metabolom analysiert werden. Dafür ist eine analytische Methode nötig, die eine 
möglichst große Anzahl von Metaboliten erfasst. Hierfür bieten sich 
massenspektrometrische Techniken wie GC-MS und/oder LC-MS mit ihrer großen 
nivers lität, egen der großen chemischen 
Diversität von Metaboliten gegenüber den chemisch relativ homogenen Proteinen oder der 
de zur Metabolomanalyse eine große 
Herausforderung dar.  
Der Modellorganismus Corynebacterium glutamic ustrie für die Produktion 
von L-Glutam -Lysin b . Es beste  g In e an der Optimierung 
von Produktionsstämmen, aber das Wissen übe e me lisch rgan tion er Zelle 
ist limitiert. C. glutam  wurde vollständig sequenziert und enthält ca. 
3000 postulierte Gene. Um die potentielle Anzahl von bol orh sag st eine 
Annä urden pielsweise i fe m ner Genomgröße von ca. 6000 
Genen theoretisch ca. 600 Meta te be mt. r C. glutamicu ann rste herung 
ebenfalls diese Anzahl angenommen werden. 
In R ieser Arbeit wurde ne G S b eren
entw  
Die aufgenommenen GC-MS-Chromatogramme enthalten die Information von . 1000 
detek omponenten. Davon lass it rep zierbar 
messen, das entspricht ca. 50% der erwarteten tabo Von en en i ahmen 
dieser Arbeit 121 (88 in der polaren Phase und 33 in der lipophilen se) ifiziert. 
Durc  Extraktions- und ernte fahre ine optimierte Derivatisierungs- 
und ik war es ögli eine räzis inn lb  6% ittlerer 
Stan i der Messung allein 15% i Ex ion  Pro nahme 
t etablierte
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zusa . Die Anwendung dieser Methode für die funktion Gen nalyse 
wurde am Beispiel von Deletionsmutanten des halos toffwechselweges durchgeführt. 
Entsp d den Erwartungen lie sich ach r D ion  Trehalose-6-
phos odiert durch sB) e 100 e umu n des 
entsp strates Tre se-6 osph es Um hrt f te ei eletion 
des Gens OtsA (kodiert für Trehalose-6-phosph ntha zu e  Abn e T
phosphat. Z  
(Temperatur und Kohlenstoffquelle) variiert. Es wurden dabei multiple Änderungen 
beobachtet, die den experimentellen Fehler überstiegen. Damit die hier e ckel ethode 
als D age für eine computergestützte Modellierung metabolischer Netzwerke 
einge den kann, is ne ntn lichen intrazellulären 
Meta zentrationen notwendig. Daher wurden für 71 der identi rten tabolite 
Kalibrationskurven aufgenommen, um den weili  Massenbereich zu 
charakterisieren und Responsefaktoren zu ermitteln. Als  Technik zu  
von hochmolekularen nichtflücht n GC-MS Ve dung e tablie g eines 
HPLC-HILIC-ESI-MS Ansatzes begonnen. Die Identifikation eines unbekannten Metaboliten 
aus C. glutamicum- Rohextrakt wurde am Beispiel von NAD gezeigt. 
Zusa sst sic fes llen, ass  bolo alys mittels 
mass rischer Meth - in sond  der er vo end Arbe ablierte 
GC-M e Möglichkei ffne owo ie d genetische nde en als 
auch die du riation der Umweltbedingungen he  
den Metabolismus zu charakterisieren und somit eine Datengrundlage eine aillierte 
Analy bolischen Net rkes schaffen. 
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6. A
6.1. Identifizierte Metabolite 
nhang 
polare Phase 
N  Mass uren fläch N  asse en Peakflächeensp Peak e M nspur
    o che S     Aminosäuren rganis äuren
     
1 A ,290 6272 1 α lutar 198 373882
2 2 130 74361 Citrat 273 117413
3 5 tanoat 345 45 Fumarat 245 425291
4 3 1,24 888 4 Glucuronat 333 12772
5 Arginin 142 6305 Glutarat ,261 12366
6 A 116,188 454 Gl at 189 23526
7 Asparaginsäure 232 34087 Gl ol 103,117,205 6304407
8 D 0,272 119629 48 Gl t 133,161,17 13244
9 Glutamin 156 49 Hentriacontansä rea 71 53146
10 G 156 99704 Hexadecans          313 571260
11 G 174 2754 51 Lactat 117 33315622
12 H 5,254 306 Malat 233 580429
13 H 234 136 3 Maleat 215 1034
14 H ,218 45129 Malonat 233 236
15  I 8,218 8367 5 Nonansäure 215 7403
16 L 158 5958 6 M nonad at    87,143,269,312 31768
17 L 4,200 543 7 Oxalat 190 54294
18 M 177,250,293 433 58 P ecans        299 21135
19 N  144,156,215 48717 Phosphat 299 21212502
20 N t 84,158,216 60 2-Phosphogl t      27,31 ,387 139843
21 N 144 9105 3-Phosphogl  315,369,459 18628
22 5 84 22093 62 P oenol 369,387,459 65076
23 P 120 4303 P ospha 451 621890
24 P ,216 103 4 P t 217 672903
25 S 4,218 85493 65 Shikimat 204 117908
26 Tr 202 70958 66 Succinat ,172 5596440
27 T 117 8130   
28 T 218,280,354 225  Zucker  
lanin 248 84 4
42 
-Ketog at 
-Aminobutyrat 
-Amino-4-oxopen
3
8 43 
-Amino-2-piperidon 115,14 64 4
4 45 156
sparagin 6 46 ycer
0 47 ycer
iaminopimelat 20 ycola
9180291
42
u
äurelutaminsäure 9 50 a        117,129,133,
lycin 12 9
istedin 15 1 52 
omocystein 31 5
omoserin 128 1 0 54 
soleucin 
eucin 
15 2
1
30 5
41 5
a
ethyl ecano
ysin 17 10 26 5
ethionin 6 entad äurea         117,129,132,
-Acetylglutamin 0 59 
-Acetylgllutama 2200940 ycera 2 5,357
orvalin 2 61 ycerat
-Oxoprolin 
henylalanin 
1
0 63 
hosph
yroph
pyruvat 
t 
rolin 142 224 38 6 yruva 189,
erin 20 1 0
yptophan 2 129
hreonin 61
yrosin 4 59
29 Valin   144,218 11475454
   A ose 103,234,307 40249
            Zuckeralcohole  68  se 217 13580
 67 rabin
Fructo 103,
  69  G se 319 27940230 luco 205,
30 M 205 546  Lactose 204 58441
31 R 103 92601  L e ,307 23112
  2  e 204 41402
             Zuckerphosphate  M se 03,205,217,319 85838
annitol 8 70 191,
ibitol 1 3 71 yxos 103
 7 Maltos
 73 anno 1
   74  Ribose 103 74192
32 E sphat 357 65 75  Sucrose 71,31 ,437 46290
33 F phat     315, 357459 75101 76  Trehalose 103 16177718
34 F hosphat 0,315 251 77  X se 306 33136
35 G hat 387   
36 Glucosamin-6-phosphat 159 49   
37 Ribose-5-phosphat , 403 7997   
38 Ribulose-5-phosphat 357 12976   
39 T sphat 1,315 656   
40 X phat 357 12976   
     dere       
rythrose-4-pho 2 2 9,451
ructose-6-phos 2
ructose-1,6-bip 23 4 ylulo
lucose-6-phosp 654016
6
315 6
8
rehalose-6-pho 27 2
ylulose-5-phos 8
An
78 A 192,264,279 28313 84  6 sphog at 387 3648denin 2 6 -Pho lucon
79 C ,254 22467  255 52449
80 Gluconatlacton 160 763003 86  Uracil 99,113,241,255 598956
ytosin 240 6 85 Thymin 
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81 Gl ,217 422  off 171 1241758
82 Gl at 5,400 8700  Uridin ,259 1761699
83 N 6,179 60606   
yceraldehyd 160 8 87 Harnst
yceronphosph 31 7 88 217
icotinamid 13 2
lipoph ase ile Ph
  Fettalcohole    Aldehydec     
89 D 383 2297 06  Hexadecanal 82 230317ocosanol 2 1
90 D 229 87 7  cena 82 103098
91 Gl 103,117,205 15906 08  O ecanal 82 124976
92 H 369 25   
93 H 299 220  xyfe nc  
odecanol 40 10 Octade l 
ycerol 6 1 ctad  
eneicosanol 38
exadecanol β-Hydro ttsäure60
94 Nonanol 201 688   27
95 Tetradecan 271 6010  β oxyhe cansäureol 109 -Hydr xade  343 292911
96 T 257 629 10  β roxyo ensä 369 77833
  Fettsäurenb     Corynomycolsäurenc  
ridecanol 6 1 -Hyd ctadec ure 
97 cis-9-Hexadecensäure 4,236 24948   19
98 cis-9-Octadecensäure ,264 994 1 :0 427 3705
99 E 3,326 1291 12  18:0_6:0 455 3445
100 Heptadecansäure 1,284 3624 13  18:0_8:0 483 27226
101 H  7,270 32781 14  0:0 511 26101
102 N  9,312 49696 15  2:0 539 53697
103 Octadecansäure 5,298 3552 6  4:0 565 20138
104 Pentadecansäure ,256 202 7  4:0d 567 977795
105 Tetradecansäure 9,242 7983 18  18:0_16:1 133 645956
  19  2 14:0 133 409665
   20  2 16:1 133 184795
    20:0_16:1 133 135624
aFreie
bFettsäuren, die durch Transmethy ng er en w n 
cIdentifiziert aufgrund des charakte chen en trum der v ende ome tur auf 
der e ird Hauptkohlenstoffkette ich d a r zweiten α-Seitenkohle ffkette. 
dIden ilfe eines Standar
 
6.2. itderivate 
Verbindung Massenspu
222 30 11 11  14:0_8
icosansäure 28 7 1
24 8 1
exadecansäure
onadecansäure
22
26
3
3
2 1
0 1
18:0_1
18:0_1
25 1 84 11 18:1_1
213 43 11 18:0_1
19 4 1
 1 0:0_
1
121 
0:1_
 Fettsäuren 
lieru halt urde
ristis  Mass spek s. In erw ten N nkla
rsten Stelle w  beze net un uf de nsto
tifiziert mit H ds 
 Metabol
r RI Verbindungsklasse
  polare e  Phas   
Pyru OX 115,174 1055.7 organische Säurevat2TMS1Me
Lactat2TMS 117 9 organische Säure1062.
Glyc 161,17 3 organische Säureolat2TMS 133, 108
Valin 7 .51TMS 2 1091 Aminosäure
Pyruvat2 organische SäureTMS 189,217 1091.9
Valin1TMS 72 .7 osäureAmin1093
Alanin2TMS 190 1106.8 Aminosäure
Glycin2TMS 102 .6 Aminosäure1126
Oxalat2TMS 190 .3 organische Säure1139
Proli säuren1TMS 70 1172.7 Amino
2-Aminobut TMS 130yrat2 1174.2 Aminosäure
Malonat2TMS 233 1202.5 organische Säure
Glyceraldehyd2TMS1MeOX1 160,217 1207 Aldehyd
Valin2TMS 144,218 1214.5 Aminosäure
Glyceraldehyd2TMS1MeOX2 211 1224.5 Aldehyd
Norvalin2TMS 144 1244 Aminosäure
Serin2TMS 116,132 1258.2 Aminosäure
Harnstoff2TMS 171 1261.9 Amid
Leucin2TMS 158 1274.1 Aminosäure
Phosphat3TMS 299 1278.9 organische Säure
Glycerol3TMS 103,117,205 1282.1 organische Säure
Isoleucin2TMS 158,218 1296.3 Aminosäure
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Threonin2TMS 117 1297.4 Aminosäure
Prolin2TMS 142,216 1302.3 Aminosäure
Maleat2TMS 215 1312.4 organische Säure
Glycin3TMS 174 1313.8 Aminosäure
Succinat2TMS 129,172 1325.4 organische Säure
Glycerat3TMS 189 1343.4 organische Säure
Uracil2TMS 99,113,241,255 1346.9  
Fumarat2TMS 245 1362.4 organische Säure
Alanin3TMS 188 1363.7 Aminosäure
Homos reerin2TMS 103,147 1368.7 Aminosäu
Serin3T AminosäureMS 204,218 1368.7
Nonans organische Säureäure1TMS 215 1371.8
Threonin3TMS 117 1392.6 Aminosäure
Th TMS 255 1408.4  ymin2
Glutara uret2TMS 156,261 1413.7 organische Sä
β-Alanin3TMS 248,290 1430.1 Aminosäure
AsparaginTMS 160 1431.9 Aminosäure
Homoserin3TMS 128,218 1453 Aminosäure
3-Amino-2-piperidon2TMS 115,141,24 1459 Aminosäure
Norvalin3TMS 216 1478.5 Aminosäure
Nicotinamid1TMS 136,179 1482.3 Amid
Malat3TMS 233 1488.3 organische Säure
5-oxo-Prolin2TMS 84 1518.1 Aminosäure
Methionin2TMS 177,250,293 1520.2 Aminosäure
Asparta uret3TMS 232 1520.9 Aminosä
Cytosin2TMS 240,254 1523.1  
Glutam 174 1532.7 Aminosäureat2TMS 
P alanin1TMS 120 1545.8 Aminosähenyl ure
α- glutaratMeOX2TMS 198 1581.2 organische SäKeto ure
Phosph 15.5 organische Säureoenolpyruvat3TMS1 369,387 16
Glutamat3TMS 156 1628.5 Aminosäure
Phosphoenolpyruvat2TMS 266 1629.4 Aminosäure
Aspara Aminosäuregin4TMS 303 1634.1
Lyxose Zucke4TMS1MeOX1 103,307 1654.7 r
Lyxose 103,204,217 1668.7 Zucke4TMS1MeOX2 r
Homoc stein3TMS 234 1669.3 Aminosäurey
P osphat4TMS 451 1669.4 organische Säureyroph
Arabino ese4TMS1MeOX1 103,307 1669.6 Zuck r
Arabino ese4TMS1MeOX2 103,307 1671.7 Zuck r
Aspara säuregin3TMS 116,188 1681 Amino
Xylulose4TMS1 uckeMeOX 306 1685.1 Z r
Ribose4TMS1MeOX 103 1685.7 Zucker
Ribitol5TMS 103 1727.1 Zuckeralcohol, Quantifizierungsstanard
Glutamin4TMS 108,203,216 1738.4 Aminosäure
Glyceronphosphat3TMS1MeOX1 315,400 1753.9  
Glyceronphosphat3TMS1MeOX2 315,400 1764.8  
5-Amino-4-oxopentanoat3TMS1MeOX1 345 1766.1 Aminosäure
N-Acetylglutamat3TMS 274,289,361 1766.1 Aminosäure
Glutamin3TMS 156 1778.6 Aminosäure
N-Acet S 84,158,216 1788.4 Aminosäureylglutamat2TM
5-Amino-4- 1MeOX2 174 1788.7 Aminosäureoxopentanoat3TMS
2-Phosphoglycerat4TMS 227,315,357,387 1793.2 organische Säure
Shikimat4TMS 204 1816.6 organische Säure
Arginin (Ornithine4TMS) 142 1817.5 Aminosäure
3-Phosphoglycerat4TMS 315,369,459 1822 organische Säure
Citrat4TMS 273 1825.5 organische Säure
Lys MS 174,200 1849.9 Aminosäurein3T
N-Acetylglutamin4TMS 203 1862.4 Aminosäure
Adenin  2TMS 192,264,279 1869.1
Fructos Zuckee5TMS1MeOX1 103,217 1869.2 r
Fructos Zuckee5TMS1MeOX2 307 1878.8 r
Tyrosin2TMS 179 1882.5 Aminosäure
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Mannose5TMS1MeOX1 103,205,217,319 1883.1 Zucker
Gluconolacton4T  MS 160 1886.2
Glucos Zuckee5TMS1MeOX1 205,319 1891.8 r
Manno Zuckese5TMS1MeOX2 319 1894.6 r
Erythrose-4-phosphat4TMS1MeOX1 357 1903.2 ZuckerPhosphat
Glucose5TMS1MeOX2 205,319 1910 Zucker
N-Acetylglutamin3TMS 203 1910.1 Aminosäure
Histidin3TMS 155,254 1915.6 Aminosäure
Lysin4TMS 156,230 1918.1 Aminosäure
Erythro phat4TMS1MeOX2 357 1918.7 ZuckerPhosphase-4-phos t
Mannitol6TMS 205 1925.5 Zuckeralcohol
N-Acety Aminosäurelglutanin2TMS 144,156,215 1931.7
Glucur organische Säureonat5TMS1MeOX1 333 1932.1
Tyrosin Aminosäure3TMS 218,280,354 1935.3
Glucur organische Säureonat5TMS1MeOX2 333 1946.5
Pentadecansäure1TMS 117,129,132,299 1948.3 organische Säure
Diaminopimelat4TMS 200,272 1990.8 Aminosäure
Hexadecansäure1TMS 117,129,133,313 2047.1 organische Säure
Xylulos ZuckerPhosphae-5-phosphat5TMS1MeOX1 357 2099.9 t
Ribulos ZuckerPhosphae-5-phosphat5TMS1MeOX1 357 2101.7 t
Ribulose-5-phosphat5TMS1MeOX2 357 2111.6 ZuckerPhosphat
Ribose-5-phosphat5TMS1MeOX1 315,403 2112 ZuckerPhosphat
Ribose-5-phosphat5TMS1MeOX2 217,299,315,358 2114.6 ZuckerPhosphat
Xyl e-5-phosphat5TMS1MeOX2 315 2117.3 ZuckerPhosphulos at
Try han2TMS 202 2189.5 Aminosäuptop re
Tryptophan3TMS 202 2205 Aminosäure
Methyl-Nonadecanoat 87,143,269,312 2229.3 organische Säure
Fructos ZuckerPhosphae-6-phosphat6TMS1MeOX 315,357,459 2310.3 t
Glucose-6-phosphat6TMS1MeOX1 387 2323.4 ZuckerPhosphat
Glucose-6-phosphat6TMS1MeOX2 357,387 2340.2 ZuckerPhosphat
Glucos aamin-6-phosphat6TMSMeOX1 159 2359.7 ZuckerPhosph t
Glucos aamin-6-phosphat6TMSMeOX2 159 2366.7 ZuckerPhosph t
Glucos 2369.3 ZuckerPhosphaamin-6-phosphatXTMS1 203 t
Glucosamin-6-phosphatXTMS2 203 2395.9 ZuckerPhosphat
Glucose-6-phosphat6TMS 204,387 2396.4 ZuckerPhosphat
6-Phosphogluconat7TMS 387 2427.8  
Uridin3TMS 217,259 2459.1  
Sucrose8TMS 271,319,451,437 2643.6 Zucker
Fructose-1,6-biphosphat7TMS 230,315 2677.9 ZuckerPhosphat
Lactose8TMS1MeOX1 191,204 2692.8 Zucker
Lactos 03,117,205,217 2706.9 Zuckee8TMS1MeOX2 1 r
Fructos 315,387 2716.6 ZuckerPhosphae-1,6-biphosphat7TMS1MeOX1 t
Fructose-1,6-biphosphat7TMS1MeOX2 315,387 2724.3 ZuckerPhosphat
Maltose8TMS1MeOX2 204 2736.3 Zucker
Trehalose8TMS 103 2741.2 Zucker
Maltos 1 204 2760.2 Zuckee8TMS1MeOX r
Trehalo t9TMS 271,315 3192.8 ZuckerPhosphase-6-phospha t
Hentriacontansäure1TMS 71 3404.3 organische Säure
  lipophile Phase   
Glycero ettalcohol1TMS          103,117,205 1282.1 F l
Nonanol1TMS           201 1293.9 Fettalcohol
Dodecanol1TMS           229 1572.5 Fettalcohol
Trideca    257 1677.2 Fettalcohonol1TMS        l
Tetradecansäu 1732.3 FettsäurereMeO 199,242
Tetradecanol1TMS          271 1773.8 Fettalcohol
Hexadecanal 82 1876.4 Aldehyd
cis-9-H ureexadecensäureMeO 194,236 1902.7 Fettsä
Hexade FettsäurecansäureMeO  227,270 1924.1
Hexade Fettalcohocanol1TMS 299 1964 l
Octadecenal 82 1999.8 Aldehyd
Octadecanal 82 2025.1 Aldehyd
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HeptadecansäureMeO 241,284 2029.5 Fettsäure
cis-9-OctadecensäureMeO 222,264 2103.4 Fettsäure
ß-hydroxyhexadecansäure1TMSMeO 343 2120.4 ß-Hydroxyfettsäure
Octade 2127.2 FettsäurecansäureMeO 255,298
Pentad 2128.8 FettsäureecansäureMeO  213,256
NonadecansäureMeO  269,312 2229.3 Fettsäure
ß-Hydroxyoctadecensäure1TMSMeO 369 2291.7 ß-Hydroxyfettsäure
EicosansäureMeO 283,326 2339.2 Fettsäure
Heneicosanol1TMS 369 2468.6 Fettalcohol
14:0_8:0 1TMSMeO 427 2520.3 Corynomycolsäure
Docosanol1TMS 383 2565.8 Fettalcohol
18:0_6:0 1 455 2712.7 CorynomycolsäureTMSMeO 
18:0_8 483 2890.7 Corynomycolsäure:0 1TMSMeO 
18:0_10:0 1TMSMeO 511 3077.8 Corynomycolsäure
18:0_12:0 1TMSMeO 539 3262.5 Corynomycolsäure
18:1_14:0 1TMSMeO 565 3426 Corynomycolsäure
18:0_14:0 1TMSMeO 567 3447.9 Corynomycolsäure
18:0_1 3631.3 Corynomycolsäure6:1 1TMSMeO 133
20:0_14:0 1TMSMeO 133 3656.9 Corynomycolsäure
20:1_16:1 1TMSMeO 133 3865.6 Corynomycolsäure
20:0_1 ure6:1 1TMSMeO 133 3897.8 Corynomycolsä
 
gluta
6.3. Gemessene Standards und ihre Wiederfindung im C. 
micum-Extrakt 
N Metabolit (Standard) C.glutamicum Extrakt 
1 1,3-Diphosphoglycerat xi 
2 12-Methyltetradecanoat   
3 13-Methyltetradecanoat   
4 14:0_8:0-Mycolat xi 
5 14-Methylpentadecanoat   
6 15-Methylhexadecanoat   
7 18:0_10:0-Mycolat xi 
8 18:0_12:0-Mycolat xi 
9 18:0_14:0-Mycolat x 
10 18:0_16:1-Mycolat xi 
11 18:0_6:0-Mycolat xi 
12 18:0_8:0-Mycolat xi 
13 18:1_14:0-Mycolat xi 
14 20:0_14:0-Mycolat xi 
15 20:0_16:1-Mycolat xi 
16 20:1_16:1-Mycolat xi 
17 2-Aminobutyrat x 
18 2-Desoxyglucose x 
19 2-Hydroxydecanoat   
20 2-Hydroxydodecanoat   
21 2-Hydroxyhexadecanoat x 
22 2-Hydroxyoctadecenoat x 
23 2-Hydroxytetradecanoat   
24 2-Phosphoglycerat x 
25 2-Piperidone-3-amino x 
26 3-Hydroxytetradecanoat   
27 3-Phosphoglycerat x 
28 4-Hydroxyphosphoenolnlpyruvat   
29 5-Amino-4-oxopentanoat x 
30 5-Oxoprolin x 
31 Acetylglutamat x 
32 Acetylglutamin x 
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33 Aconitat   
34 Adenin x 
35 α-Ketoglutarat x 
36 Alanin x 
37 Arabinose x 
38 Arginin x 
39 Asparagin x 
40 Aspartat x 
41 Cadaverin   
42 Caproat   
43 Cis-9,10-methylenehexadecanoat   
44 Cis-9,10-methyleneoctadecanoat   
45 Cis-9,12-octadecdienoat   
46 Cis-9-hexadecenoat x 
47 Cis-9-octadecenoat x 
48 Citrat x 
49 Cycloleucin x 
50 Cystathionin x 
51 Cystein x 
52 Cytosin x 
53 Decan Zeitstandard 
54 Decanoat   
55 Decanol   
56 Deoxyribose ? 
57 Deoxyribose-5-phosphat   
58 Diaminopimelat x 
59 Docosan Zeitstandard 
60 Docosanol x 
61 Dodecanol x 
62 Dodecan Zeitstandard 
63 Dodecanoat   
64 Dotriacontan Zeitstandard 
65 Eicosanoat x 
66 Eicosanol   
67 Erythrose-4-phosphat x 
68 Fructose x 
69 Fructose-1,6-biphosphat x 
70 Fructose-6-phosphat x 
71 Fucose   
72 Fumarat x 
73 Galactosamin x 
74 Galacturonat   
75 Gluconat-6-phosphat x 
76 Gluconatlacton x 
77 Glucosamin x 
78 Glucosamin-6-phosphat x 
79 Glucose x 
80 Glucose-6-phosphat x 
81 Glucuronat x 
82 Glutamat x 
83 Glutamin x 
84 Glutarat x 
85 Glyceraldehyd x 
86 Glyceraldehyde-3-phosphat ? 
87 Glycerat x 
88 Glycerol x 
89 Glyceronphosphat x 
90 Glycin x 
91 Glycolat x 
92 Guanidin   
93 Guanin   
94 Harnstoff x 
95 Heneicosanol x 
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96 Hentriacontanoat x 
97 Heptacosanoat   
98 Heptadecanoat x 
99 Heptadecanol   
100 Heptanoat   
101 Hexadec-9-enal   
102 Hexadecanal xi 
103 Hexadecanoat x 
104 Hexadecanol x 
105 Hexatriacontane Zeitstandard 
106 Histidin x 
107 Homocystein x 
108 Homoserin x 
109 Hydroxylamin x 
110 Isocitrat   
111 Isoleucin x 
112 Kreatinin x 
113 Lactat x 
114 Lactose x 
115 Leucin x 
116 Lysin x 
117 Lyxose x 
118 Malat x 
119 Maleat x 
120 Malonat x 
121 Maltose x 
122 Mannitol x 
123 Mannose x 
124 Methionin x 
125 N-Acetylalanin   
126 N-Acetylneuramat   
127 Nicotinamid x 
128 Nonadecan   
129 Nonadecanoat x 
130 Nonanoat x 
131 Nonanol x 
132 Norleucin   
133 Norvalin x 
134 Octacosan Zeitstandard 
135 Octacosanoat   
136 Octadecanal xi 
137 Octadecanoat x 
138 Octadecanol x 
139 Octadecenal xi 
140 Octanol   
141 Ornithin x 
142 Oxalat x 
143 Oxaloacetat ? 
144 Pentadecan Zeitstandard 
145 Pentadecanoat x 
146 Pentadecanol   
147 Phenylalanin x 
148 Phenylpyruvat ? 
149 Phosphat x 
150 Phosphoenolpyruvat x 
151 Prolin x 
152 Pyrophosphat x 
153 Pyruvat x 
154 Rhamnose   
155 Ribitol interner Standard 
156 Ribose x 
157 Ribose-5-phosphat x 
158 Ribulose-5-phosphat x 
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159 Sarcosin   
160 Serin x 
161 Shikimat x 
162 Succinat x 
163 Sucrose x 
164 Tartrat   
165 Tetracosanoat   
166 Tetradecanoat x 
167 Tetradecanol x 
168 Threonin x 
169 Thymin x 
170 Trans-9-octadecenoat   
171 Trehalose x 
172 Trehalose-6-phosphat x 
173 Tricosanoat   
174 Tridecanoat   
175 Tridecanol x 
176 Tryptophan x 
177 Tyrosin x 
178 Uracil x 
179 Uridin x 
180 Valin x 
181 Xylose   
182 Xylulose x 
183 Xylulose-5-phosphat x 
  
  ds 
Standardabweichung % 
 x- im C.glutamicum-Extrakt vorhanden 
 i- identifiziert ohne Standar
   ?- Spuren (wurde nur in einigen Proben gefunden) 
 
6.4. Ergebnisse des Experiments 3.9.2. 
Glas Eppendorf 
Metabolite 100µL 200µL 400µL 1000µL 100µL 200µL 1000µL 
2-Aminobutyrat 2.1 2.1 2.3 2.5 7.8 7.3 2.7 
2-H 6.7 11.4 11.3 ydroxy-C16-säure 17.1 21.7 6.7 3.0 
2- 2.4 5.1 10.2 Oxoglutarat 3.1 4.4 0.7 1.4 
3-Phosphoglycerat 3.3 4.7 11.8 10.9 10.5 4.2 11.5 
5-Amino-4-oxopentanoat 1.3 22.7 24.6 16.5 11.6 23.5 19.0 
5-Oxoprolin 1.4 4.5 3.3 9.4 14.5 61.5 1.6 
Ad 2.3 3.8 1.9 0.6 7.8 4.4 12.4 enin 
Alanin 0.3 1.6 2.9 2.7 1.8 8.2 3.5 
AMP 3.5 2.2 6.9 16.6 42.2 14.0 25.5 
Arabinose 5.7 2.6 6.5 3.1 3.3 5.2 2.6 
As 6 24.3 5.5 12.3 27.2 6.8 partat 7.4 5.
β-Alanin 1.3 3.3 2.2 0.9 4.0 2.2 1.3 
Citrat 1.6 0.7 1.5 0.8 2.1 2.0 8.1 
Cycloleucin 12.1 9.1 24.9 18.5 24.4 53.1 6.9 
Cy 6.1 1.5 4.8 2.9 6.5 5.3 7.5 tosin 
Fructose 2.3 3.9 5.1 4.0 35.1 8.3 6.8 
Fructose-1,6-bisphosphat 2.1 3.3 9.4 23.3 39.9 20.6 31.3 
Fructose-6-phosphat 2.0 4.7 1.1 3.5 4.7 7.6 20.9 
Fumarat 7.7 3.0 9.3 10.6 11.5 50.9 11.6 
Gl 4.7 ucono-1,5-lacton 4.3 10.3 5.0 1.1 6.7 11.3 
Glucosamine-6-phosphat 9.9 20.7 36.0 35.7 42.9 31.8 49.1 
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Glucose 0.4 3.1 2.3 2.5 15.6 10.1 4.1 
Glucose-6-phosphat 3.5 1.9 0.6 0.8 7.6 2.9 18.6 
Glutamat 1.2 3.8 5.3 3.0 6.6 6.2 6.3 
Gl 1.5 11.3 6.0 utamin 5.4 0.6 9.0 3.6 
Glyceraldehyd-3-phosphat 25.8 81.6 56.6 33.8 71.7 61.2 50.2 
Glycerat 4.1 2.6 2.7 3.9 4.1 4.1 6.9 
Glycero-2-phosphat 9.4 5.9 2.9 11.9 21.0 2.4 16.2 
Gl 3 1.2 ycerol 2.1 2.4 4.8 1.3 2.5 4.
Gl 6.9 ycerol-1-phosphat 4.1 4.2 2.0 4.4 12.6 8.6 
Gl 8.0 yceronphosphat 1.2 4.7 1.7 1.7 2.9 7.7 
Glycin 0.7 3.5 0.7 0.5 4.7 1.5 1.4 
Glycolat 3.8 7.6 6.6 2.3 21.5 26.5 6.7 
Harnstoff 2.4 5.1 10.6 3.8 23.1 5.8 4.8 
He .1 15.0 9.5 12.8 7.3 21.1 xadekanoat 2.1 13
Homocystein 12.2 8.0 10.0 3.9 6.6 1.8 4.8 
Homoserin 1.8 4.6 1.3 1.5 5.5 6.3 2.4 
Isoleucin 2.5 1.7 1.6 1.0 14.9 9.1 2.5 
La 0.6 1.5 7.0 1.1 14.9 4.6 5.4 ctat 
Leucin 9.7 7.2 10.7 10.7 16.4 32.1 7.8 
Lysin 0.7 2.8 0.6 1.5 3.0 2.4 5.8 
Lyxose 5.7 2.6 6.5 3.1 2.2 6.8 2.6 
Ma 1.9 3.7 0.6 0.7 2.1 1.3 2.6 lat 
Malonat 14.3 17.4 22.6 10.1 26.0 35.4 14.0 
Maltose 9.1 9.4 6.9 6.3 6.8 3.0 6.6 
Mannitol 8.0 2.2 9.7 48.5 19.1 26.6 9.0 
Methionin 2.4 2.0 6.8 6.7 10.3 20.5 8.1 
N- 1.0 4.4 1.2 2.1 4.8 1.4 5.2 Acetylglutamat 
N-Acetylglutamin 7.0 3.7 8.4 11.2 66.5 24.9 27.1 
Nicotinamide 3.2 12.2 9.0 9.6 4.4 6.5 7.1 
No .5 57.0 nansäure 25.0 18.7 29.5 22.6 33.9 17
Ornithin 1.6 3.4 2.0 0.9 3.4 7.9 4.8 
Pentadekanoat 8.6 3.1 6.7 19.8 19.4 33.0 10.2 
Phosphat 0.8 2.0 4.2 1.7 9.5 7.6 6.9 
Prolin 2.0 2.6 6.2 3.7 12.8 21.2 2.3 
Pyrophosphat 6.0 16.7 27.4 23.7 9.1 77.6 35.6 
Pyruvat 2.4 3.9 1.5 0.9 2.1 4.7 5.0 
Ribose 3.0 5.7 2.6 2.0 4.2 12.6 5.0 
Ribose-5-phosphat 2.2 4.2 3.1 1.9 4.5 1.2 23.9 
Ribulose-5-phosphat 1.4 3.8 0.5 0.9 6.4 4.8 24.1 
Serin 1.3 3.2 1.3 1.7 4.5 8.1 1.5 
Sh  ikimat 12.3 17.6 9.5 1.6 11.2 8.0 17.4
Succinat 1.6 2.1 2.2 1.8 2.8 0.9 2.0 
Sucrose 11.2 8.4 7.0 6.2 170.9 6.0 4.3 
Th 3.6 1.4 1.0 2.4 3.0 1.5 reonin 1.8 
Trehalose 0.3 2.4 2.2 1.4 7.7 3.7 1.5 
Trehalose-6-phosphate 5.1 8.4 2.5 1.7 20.8 5.5 9.3 
Tryptophan 11.0 4.2 14.2 18.6 15.6 54.9 40.9 
Ty 0.8 0.7 5.9 2.5 12.1 rosin 1.1 4.5 
UMP 8.5 24.8 41.6 32.9 47.2 4.4 21.6 
Unknown#10 23.5 16.4 26.5 17.4 45.1 43.9 7.5 
Un 17.9 known#100 17.1 17.5 3.8 20.9 21.3 16.4 
Unknown#104 12.6 10.8 7.1 15.5 37.9 16.7 10.8 
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Unknown#106 13.9 15.9 4.8 18.3 4.2 14.6 41.8 
Un 7 9.9 22.0 30.6 35.3 39.1 11.4 14.7 known#10
Unkno 9.7 13.2 22.3 9.7 36.6 4.7 12.6 wn#108 
Un 28.2 known#109 6.6 20.2 32.4 36.1 47.7 11.0 
Unknown#11 2.0 4.7 0.7 2.5 0.6 5.8 2.1 
Unkno 11.9 20.8 48.4 4.9 10.8 6.1 wn#110 3.2 
Un 6.8 7.2 1.0 7.2 156.9 35.8 56.9 known#111 
Unknown#113 5.7 1.6 4.4 2.5 8.3 20.0 23.8 
Unknown#114 7.5 8.5 3.3 5.6 11.9 15.8 19.5 
Unknown#116 12.9 4.3 22.9 31.6 171.7 76.0 84.1 
Un 35.8 32.4 34.3 known#117 32.5 8.3 13.4 26.4 
Un .7 known#119 1.4 3.7 2.7 1.6 6.6 9.4 17
Unknown#120 12.3 39.3 38.2 18.1 29.1 36.9 16.2 
Unknown#121 2.4 3.8 4.3 2.4 42.0 3.0 1.6 
Un 5.5 4.3 15.0 6.1 3.8 known#122 4.2 6.9 
Unknown#126 1.1 2.6 1.6 0.7 4.1 4.4 6.3 
Unknown#128 8.5 5.6 7.0 4.1 9.7 13.0 4.7 
Unknown#14 4.2 4.5 8.4 2.2 2.2 8.7 3.3 
Un 17.9 2.8 3.8 13.4 36.1 16.8 known#15 7.9 
Un 14.0 7.7 7.1 42.1 12.5 6.1 known#16 3.6 
Unknown#18 5.3 18.3 15.0 31.5 13.2 31.8 10.6 
Unknown#19 11.9 7.9 3.4 23.8 27.7 117.7 10.6 
Unknown#21 6.7 5.7 14.9 3.6 15.8 10.8 12.0 
Unknown#22 7.5 15.4 25.2 10.9 26.5 31.5 22.6 
Unknown#23 3.7 9.8 2.4 8.4 8.2 42.1 6.3 
Unkno 24.5 wn#24 7.5 19.0 8.4 28.8 4.6 27.7 
Un 4.4 known#27 3.4 4.0 3.1 4.3 2.3 23.4 
Unknown#30 1.7 2.9 4.2 0.7 10.2 4.3 2.7 
Un  16.8 2.8 11.0 7.8 known#31 9.9 5.4 8.1
Un  24.0 6.6 12.9 13.5 known#32 16.0 22.7 43.0
Unknown#33 4.4 7.9 4.3 3.3 1.6 2.6 2.4 
Unknown#34 2.4 2.6 1.4 1.6 3.7 5.7 2.7 
Unknown#35 5.4 3.1 19.6 6.0 12.1 15.7 6.9 
Un 115.5 45.6 126.4 67.9 44.1 56.2 76.6 known#36 
U known#38 3.1 5.0 3.5 5.0 7.0 21.1 n 4.7 
Unknown#40 11.5 19.0 21.6 28.4 13.5 19.4 17.7 
Un .6 known#46 7.0 19.3 6.8 3.3 11.0 34.5 17
Unknown#48 27.9 78.2 8.6 45.6 39.9 34.6 18.5 
Un 2.6 known#49 0.5 4.0 2.8 1.4 2.4 6.5 
Un 48.9 known#5 15.3 22.1 14.8 10.7 25.0 25.1 
U known#51 1.5 2.0 6.5 5.9 20.1 13.7 7.5 n
Un 20.1 13.7 7.5 known#53 1.5 2.0 6.5 9.5 
Un 0.6 3.0 5.6 known#55 2.1 5.2 5.1 2.4 
U known#57 0.7 3.0 0.7 1.0 4.2 2.3 13.0 n
Unknown#58 16.8 10.3 17.4 22.2 17.9 30.5 13.2 
Unknown#6 3.2 11.0 7.8 15.7 11.2 9.2 15.5 
Un 7 known#66 14.8 5.6 4.6 10.5 12.1 9.9 7.
Unknown#67 1.9 4.2 1.1 3.0 2.4 3.9 17.2 
Un  5.6 11.5 23.9 2.2 25.3 known#69 2.6 9.5
Un  2.5 2.3 18.9 1.7 4.9 known#70 2.9 4.0
Unknown#75 1.7 0.5 2.1 2.3 2.0 9.1 1.3 
Unknown#76 15.3 9.9 8.8 23.9 27.6 110.3 13.2 
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U known#78 10.3 9.1 1.3 18.7 25.9 103.0 17.6 n
Unknown#79 5.3 0.3 1.5 3.6 0.4 1.7 2.9 
Unknown#8 1.1 4.6 1.7 0.8 5.4 1.7 12.1 
Unknown#80 6.0 2.1 1.2 1.7 4.4 13.0 1.9 
U known#81 2.5 9.9 3.6 1.9 11.8 8.4 4.6 n
Unknown#84 13.0 14.1 31.7 19.8 19.3 32.1 23.6 
Un  known#86 7.5 3.1 4.8 2.1 3.9 9.7 1.6
Un 1 16.5 known#87 12.3 3.9 10.3 10.3 11.8 27.
U known#88 69.1 10.4 59.7 38.1 152.7 104.8 85.4 n
U known#89 4.1 15.5 29.6 11.3 17.6 15.6 34.2 n
Un 12.1 14.1 known#9 8.2 4.2 2.9 3.0 10.1 
U known#90 5.6 8.1 3.5 1.2 10.8 3.1 4.6 n
Unknown#91 8.6 21.9 45.7 19.4 15.9 19.9 25.5 
U known#93 93.5 38.8 112.6 167.4 67.2 76.7 56.4n  
Unknown#94 2.1 5.3 1.2 5.0 4.5 0.3 19.3 
Unkno 20.1 wn#95 2.9 5.2 6.2 5.1 10.2 10.8 
Un 10.8 known#96 3.2 1.1 4.7 20.3 15.8 8.2 
U known#97 8.8 9.5 21.4 11.5 6.6 17.3 5.5 n
Unknown#99 10.9 2.1 12.8 19.1 171.8 93.3 58.2 
Unknown#D2 7.3 3.7 8.0 4.2 13.8 35.4 7.4 
Unknown#D3 9.9 5.8 9.7 4.3 9.6 23.1 4.4 
Unknown#D5 2.5 4.9 8.6 2.6 7.2 28.6 5.1 
Unknown#D6 3.4 4.9 7.3 7.9 8.8 24.7 6.3 
Unknown#D7 6.4 3.2 3.3 7.1 1.4 17.5 5.2 
Unknown#D8 7.1 10.4 11.0 66.2 3.9 14.6 2.0 
Unknown#D9 12.6 21.9 11.5 15.8 21.4 33.4 9.5 
UnknownA11 3.8 8.6 6.0 2.3 12.3 24.7 5.6 
UnknownA12 7.4 9.0 3.6 22.7 10.7 61.7 1.3 
UnknownA15 2.7 5.2 2.4 3.3 3.6 5.2 16.5 
UnknownA16 8.6 19.4 29.5 28.8 43.2 6.1 21.4 
UnknownA17 3.3 8.1 7.4 31.6 73.7 28.6 43.1 
UnknownA18 7.7 6.8 5.2 3.4 11.3 9.4 21.7 
UnknownA3 17.4 16.4 8.1 5.2 14.4 40.5 28.2 
UnknownA4 9.4 2.0 3.9 5.4 7.1 5.4 11.2 
UnknownA8 3.7 9.6 1.7 20.3 17.5 17.5 17.2 
UnknownA9 3.1 3.1 0.9 0.8 6.1 5.7 14.6 
Uracil 13.5 0.5 25.7 5.1 23.6 23.4 9.6 
Uridine 9.8 14.5 17.3 2.3 27.6 4.3 37.2 
Valin 3.4 0.8 2.1 7.0 16.1 7.1 5.7 
Xylulose 1.2 4.4 1.8 0.8 5.3 3.1 2.2 
Xylulose-5-phosphat 2.0 4.5 2.5 0.7 6.9 6.6 25.0 
SUMME 1312.6 1486.3 1793.4 1885.6 3240.9 3167.8 2408.8 
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